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O óxido de grafeno (GO) é um nanomaterial de carbono bidimensional produzido a partir 
da oxidação do grafite e representa uma excelente plataforma para carreamento de 
nanopartículas de prata (AgNPs). Estudos prévios demonstraram que o nanomaterial 
híbrido, GOAg, apresenta excelente atividade antibacteriana, no entanto, o sucesso da 
translação deste nanocompósito para a medicina e sua futura regulamentação dependem 
de informações como o seu perfil toxicológico. Assim, o objetivo deste trabalho foi 
utilizar macrófagos murinos de linhagem (J774) e macrófagos primários obtidos do 
peritônio de camundongos BALB/c, como modelos de estudo na avaliação toxicológica 
do nanocompósito. Este objetivo foi alcançado após a síntese e caracterização dos 
nanomateriais, avaliação da sua interação com os macrófagos e citotoxicidade, bem como 
a investigação do seu potencial inflamatório. O efeito da ativação dos macrófagos foi 
observado na inflamação, na toxicidade dos nanomateriais e na produção de espécies 
reativas de nitrogênio (NOx). A toxicidade do nanocompósito GOAg foi mais elevada 
quando comparada com os nanomateriais pristinos. A toxicidade foi dose- e tempo-
dependentes tanto para os macrófagos de linhagem, quanto para os macrófagos primários, 
e as IC50 obtidas estiveram dentro do limite de ação observado para inativação de 
bactérias. Apesar da citotoxicidade observada, o nanocompósito apresentou 
características importantes para aplicações em nanomedicina. Por exemplo, as células 
foram capazes de internalizar o nanocompósito, e este não apresentou potencial 
inflamatório nas condições avaliadas. O microambiente inflamatório, após a ativação dos 
macrófagos primários, não elevou a produção de citocinas inflamatórias e/ou anti-
inflamatórias e também não interferiu na produção de NOx após exposição ao GOAg. 
Sugerimos alternativas para o aprimoramento do nanocompósito que poderão contribuir 
para o desenvolvimento de nanomateriais antibacterianos à base de GO e de 
nanopartículas metálicas. Por fim, esta Tese esteve alinhada com dois importantes 
conceitos estabelecidos pela Comunidade Europeia: “Safe-by-Design” e “Science to 
regulation” que enfocam tanto as boas práticas nos estudos envolvendo nanotecnologias, 
como a avaliação de risco para minimizar os impactos para a saúde humana. 
 
Palavras-chave: nanotecnologia, óxido de grafeno, nanopartículas de prata, toxicologia, 






Graphene oxide (GO) is a two-dimensional carbon nanomaterial obtained from graphite 
exfoliation and it is an excellent platform for carrying silver nanoparticles (AgNPs). 
Previous studies demonstrated that the hybrid nanomaterial GOAg presented high 
antibacterial activity. However, the successful translation of this nanomaterial into 
medicine and its future regulation depends on critical information about its toxicological 
profile. Therefore, the aim of this work was to evaluate the toxicity of the GOAg 
nanocomposite using murine macrophages (J774), and primary macrophages obtained 
from BABL/c mice peritoneum. This task was accomplished after nanomaterials 
synthesis and characterization, studying of nanomaterial-cell interaction and their 
cytotoxicity, and investigate the inflammogenic potential. The role of the inflammatory 
microenvironment in the inflammogenicity, production of nitrogen oxide species (NOx) 
and toxicity of GOAg was evaluated as well. The GOAg nanocomposite presented higher 
toxicity when compared to the pristine nanomaterials. The nanocomposite toxicity was 
dose- and time-dependent for both macrophages and the obtained IC50 were within the 
concentrations used for bacteria inactivation. Despite the observed cytotoxicity, GOAg 
nanocomposite presented important characteristics for nanomedicine applications. For 
instance, cells were able to internalize the nanocomposite and it has not presented 
inflammatory potential in the evaluated conditions. The inflammatory microenvironment, 
after primary macrophages activation, has not enhanced the toxicity and 
inflammogenicity of GOAg, as well as it has not interfered with the ability of those cells 
to produce NOx. We suggested alternatives for improvement of the GOAg 
nanocomposite that may contribute for the safer development of antibacterial 
nanomaterials based on GO and metallic nanoparticles. Finally, this thesis was aligned 
with two important concepts established by the European Community: "Safe-by-Design" 
and "Science to regulation" that focus on both good practices in studies involving 
nanotechnologies and risk assessment to minimize the impacts to human health. 
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1.1 O óxido de grafeno 
O primeiro relato do Grafeno como um nanomaterial é datado do ano de 2004, 
quando dois cientistas, Andre Geim e Konstantin Novoselov, exploravam as propriedades 
eletrônicas do Grafeno obtido a partir da esfoliação mecânica do grafite em pó utilizando 
um método simples e prático de descamação por fitas adesivas [1]. O Grafeno consiste de 
átomos de carbono hibridizados que formam inúmeros anéis benzênicos condensados, 
constituindo assim folhas que podem ter uma ou poucas camadas. Essas folhas podem 
apresentar de 1 a 10 nm de espessura, porém seu comprimento pode ser micrométrico [2-
4]. O trabalho desses dois cientistas teve grande destaque devido a descoberta de 
propriedades eletrônicas do grafeno, sua eficiente condução de eletricidade e possível uso 
na indústria eletrônica, há muito dominada pelo silício. Assim, no ano de 2010, foram 
laureados com o prêmio Nobel de física. Além das propriedades eletrônicas, outras 
características do grafeno como elevada área superficial, flexibilidade e resistência 
mecânica acabaram por atrair a atenção de profissionais de outras áreas da ciência.  
Recentes avanços da nanotecnologia contribuíram para um crescente aumento da 
aplicação biológica de nanomateriais, especialmente no campo da nanomedicina. Desde 
a descoberta dos nanotubos de carbono, nenhum outro material proveniente desse 
elemento atraiu tanta atenção da comunidade científica como o grafeno. Na medicina os 
nanomateriais à base de grafeno têm sido estudados para diversas aplicações. 
Particularmente as interações não covalentes, como por exemplo interações do tipo π-π 
proporcionadas pela presença dos anéis aromáticos na estrutura do grafeno, facilitam a 
interação deste nanomaterial com biomoléculas. Entretanto, sua dispersibilidade em água 
sempre foi um fator limitante para estender o escopo dessas aplicações. Assim, a produção 
do óxido de grafeno (GO) se tornou uma alternativa viável. Este nanomaterial pode ser 
obtido por meio da esfoliação química do grafite com agentes oxidantes e ácidos fortes. 
Durante esse processo de oxidação, inúmeros grupos contendo oxigênio, tais como: 
epóxi, hidroxila, carbonila e carboxila formam-se na estrutura do grafite aumentando o 
espaço interlamelar entre as folhas e reduzindo a interação eletrostática entre elas, 
facilitando o isolamento e obtenção de folhas monocamadas (Fig. 1) [5-7]. Essas folhas 
de GO apresentam em sua superfície, tanto no plano basal quanto em suas bordas, uma 
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abundância desses grupamentos oxigenados, que além de aumentar a dispersibilidade em 
água, também permitem a modificação da nanoestrutura com biomoléculas de interesse, 
como por exemplo, os anticorpos. Atualmente algumas aplicações do GO têm se 
destacado, tais como: produção de biosensores, imageamento de células e tecidos devido 
principalmente a facilidade de funcionalização com fluoróforos, carreamento de genes 
para transfecção celular, e de pequenas moléculas de drogas para o tratamento de câncer, 
suporte para proliferação e diferenciação de células, bem como sua emergente atividade 
antibacteriana [8-10].  
 
O GO também representa uma valiosa plataforma para o desenvolvimento de 
nanocompósitos, permitindo a combinação de nanomateriais com diferentes propriedades 
originando assim um novo material com novas funcionalidades. Especificamente o GO é 
uma importante plataforma para a funcionalização com nanopartículas de prata (AgNPs). 
A elevada área superficial das folhas de GO serve como suporte para o crescimento e 
estabilização de nanopartículas [12-13]. Além disso, como os nanocompósitos baseados 
em prata têm elevada atividade bactericida [14-19], eles representam uma alternativa à 
Figura 1. Esquema simplificado da síntese das folhas de óxido de grafeno a partir do grafite e suas 
dimensões estimadas (Figura escala nanométrica: Adaptado de National Cancer Institute) [11]. 






ineficácia de antibióticos extensivamente utilizados. O nanocompósito GOAg 
desenvolvido pelo Laboratório de Química do Estado Sólido – LQES/UNICAMP 
apresentou elevada atividade bactericida para Pseudomonas aeruginosa [19], Salmonella 
enterica Typhimurium, Staphylococcus aureus e Escherichia coli [20] em concentrações 
entre 2,5 e 15 µg mL-1.  
1.2 Citotoxicidade do óxido de grafeno 
A toxicidade do grafeno tem sido estudada por diversos grupos devido a distintas 
características como: pureza, dimensão lateral [21], tamanho das folhas [22] e estado de 
oxidação [23], as quais podem influenciar sua internalização pelas células, biodegradação 
e toxicidade. Uma vez em contato com a membrana celular, o grafeno pode interferir nas 
trocas entre o ambiente extracelular e a células [24]. O GO também pode causar danos na 
membrana celular devido à interação entre os grupos oxigenados carregados 
negativamente presentes na superfície do nanomaterial e lipídeos presentes na membrana 
das células que contêm sítios carregados positivamente, como por exemplo fosfolipídios 
do tipo fosfatidilcolina [24]. 
Conforme já relatado na literatura, o GO pode ser internalizado pelas células por 
intermédio de mecanismos endocíticos, tais como a macropinocitose e as vias 
dependentes de clatrina [25]. Contudo, o grafeno pode penetrar espontaneamente pela 
membrana plasmática e pode ser encontrado livre no citosol, interagindo com organelas 
celulares, tais como lisossomos e mitocôndrias [26, 27]. No interior das células, o grafeno 
é capaz de induzir estresse oxidativo e elevar a atividade metabólica relacionada aos 
mecanismos de reparo celular [27]. O grafeno também pode causar danos no citoesqueleto 
reduzindo assim a viabilidade dessas células [28]. A Figura 2 apresenta um diagrama 
proposto por Ou et al., ilustrando os mecanismos de toxicidade associados a exposição 





1.3 Citotoxicidade das nanopartículas de prata 
 As AgNPs têm sido extensivamente utilizadas como agentes antimicrobianos e 
seus mecanismos de toxicidade estão associados a danos causados na membrana 
plasmática e ao estresse oxidativo [30, 31]. No citoplasma, os íons de prata ligam-se às 
pontes dissulfeto presentes nas proteínas, causando deformidades em suas estruturas. 
Figura 2. Esquema ilustrativo dos mecanismos básicos de toxicidade de nanomateriais a base de 
grafeno para células de mamíferos. Após a interação das células e internalização desses nanomateriais, 
os autores destacaram marcadores de toxicidade como: indução de estresse oxidativo e produção de 
espécies reativas de oxigênio (ROS) e malondialdeído (MDA), um produto da peroxidação de lipídios; 
além de, dano a membrana plasmática, permeação celular e liberação de enzimas citosólicas (LDH - Lactato 




Muitas dessas proteínas com má-formação são endereçadas à membrana plasmática, o 
que acarreta na alteração da permeabilidade da célula e sua morte [32]. Além disso, a 
prata é capaz de desregular a cadeia respiratória das mitocôndrias e assim reduzir a 
eficácia de enzimas antioxidantes, tal como a glutationa transferase, resultando na 
superprodução de radicais livres [33]. A toxicidade das AgNPs também pode estar 
relacionada a outros mecanismos como: inibição da síntese de DNA [34], 
despolimerização da actina, instabilidade da membrana mitocondrial e sobrecarga de 
cálcio intracelular, levando a apoptose da célula [35]. A Figura 3 apresenta um esquema 
ilustrativo dos principais mecanismos de toxicidade e estados de oxidação das AgNPs 
após internalização por monócitos do tipo THP-1, conforme observado por Wang et al. 
[36]. Embora os mecanismos de toxicidade de nanomateriais pristinos tais como o GO e 
as AgNPs já tenham sido bem explorados, estudos relacionados à toxicidade de 
nanomateriais híbridos, como o nanocompósito a base de óxido de grafeno e 
nanopartículas de prata, ainda são escassos na literatura.  
Figura 3. Esquema ilustrativo dos mecanismos básicos de toxicidade de nanopartículas de prata 
(AgNP) para monócitos. Os autores destacaram como marcadores da toxicidade das nanopartículas, a 
permeação da membrana do lisossomo (LMP), a elevada produção de ROS, a redução do potencial de 




1.4 Macrófagos: modelo de estudo de biocompatibilidade de nanomateriais 
Diversos modelos celulares têm sido utilizados para a avaliação da toxicidade de 
nanomateriais. Contudo, os macrófagos são os alvos mais comuns em estudos que 
objetivam avaliar a biocompatibilidade de novos materiais. Os macrófagos fazem parte 
do sistema imune mediado por células, e são originados na medula óssea a partir de 
monócitos, capazes de migrar pela corrente sanguínea e, atravessar o endotélio para 
atingir outros tecidos. Os monócitos diferenciam-se então em macrófagos e adotam 
fenótipos especializados para combater infecções e recrutar outras células imunes. 
Macrófagos são versáteis e podem ser encontrados em todos os tecidos, desempenhando 
as mais variadas funções, como atuar na apresentação de antígenos e produzir um leque 
de substâncias com atividade biológica, tais como citocinas, fatores de necrose tumoral, 
fatores promotores de angiogênese, fatores de coagulação, interferons, enzimas com 
elevada atividade hidrolítica e radicais livres como o óxido nítrico (NO) e superóxido [37, 
38]. Os macrófagos também apresentam atividade fagocítica, um mecanismo de 
internalização dependente de energia. Nesse processo, a membrana das células é capaz 
de englobar microrganismos e partículas, formando vesículas e endossomos para 
biodegradação [39, 40]. Dessa maneira, o destino dos nanomateriais podem ser estas 
células.  
A internalização e a biodegradação de nanopartículas de carbono foi investigada 
por Zhang et al. em macrófagos murinos RAW 264.7 e macrófagos humanos THP-1. Os 
autores observaram que após 9 dias, 30% do nanomaterial internalizado foi degradado 
pelas células. Os autores também reportaram que os macrófagos produziram ROS em 
resposta à exposição ao nanomaterial e destacaram a importância desses radicais na 
degradação dessas nanopartículas de carbono [40]. Wang et al. observaram que após a 
exposição de células epiteliais de pulmão A549 e de macrófagos J774 a nanomateriais 
comerciais como nanotubos de carbono, óxido de alumínio, óxido de titânio e AgNPs, 
essas células produziram ROS de maneira dose-, tempo- e celular-dependentes. Os 
autores também reportaram a correlação entre a produção de ROS e a morte celular após 
observarem que um aumento no estresse oxidativo levou a uma redução da viabilidade 
dos macrófagos [41]. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos secundários relacionados 
à produção excessiva de ROS ocasionada pela exposição de macrófagos a nanomateriais 
híbridos a base de grafeno e AgNPs, como por exemplo, a peroxidação lipídica.  
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1.5 Potencial inflamatório de nanomateriais de carbono e nanopartículas metálicas 
Além da toxicidade, o risco de inflamação aguda e crônica é uma grande 
preocupação no desenvolvimento de nanomateriais. Em relação à inflamação causada por 
nanomateriais à base de grafeno, Schinwald et al. observaram in vitro que nanoplateletas 
de grafeno induziram macrófagos a produzir altos níveis da citocina pró-inflamatória IL-
1β. Os autores enfatizaram que a internalização das nanoplateletas induziram os 
macrófagos a um estresse oxidativo e, a subsequente produção e liberação da citocina, e 
nesse contexto, sugeriram que o aumento da espessura do nanomaterial desempenha um 
papel importante no seu potencial inflamatório [42]. Além disso, Yue et al. demonstraram 
que a produção de citocinas inflamatórias pelos macrófagos é dependente tanto do tempo 
de exposição, quanto do tamanho dos nanomateriais de grafeno, e observaram que folhas 
de GO micrométricas induziram uma elevada resposta inflamatória quando comparadas 
com folhas de dimensões nanométricas [21]. Alguns autores também relataram a 
capacidade do GO de ativar receptores de membrana do tipo Toll-Like 4 (TLR4) e induzir 
a produção de fatores de transcrição relacionados a resposta inflamatória, como por 
exemplo o NF-κB [41,42], elevando a produção de citocinas pró-inflamatórias, como por 
exemplo os fatores de necrose tumoral (TNF-α) levando a morte celular por necrose [45]. 
Além do GO, alguns autores também relataram a capacidade de nanocompósitos 
induzirem uma resposta inflamatória. Taylor et al. demonstraram por meio de 
experimentos in vitro, que macrófagos humanos (THP-1), após internalizarem nanotubos 
de carbono recobertos por óxido de alumínio, produziram elevados níveis de citocinas 
relacionadas à reposta inflamatória [46].  
Orecchioni et al. afirmaram a necessidade de compreender a capacidade de 
imunomodulação dos nanomateriais de grafeno e correlacionar com suas características 
físico-químicas. Os autores destacaram que a avaliação in vitro da imunotoxicidade do 
grafeno com linhagens celulares apresenta respostas divergentes das obtidas por meio de 
experimentos ex vivo ou in vivo [47]. A toxicidade dos nanomateriais também pode ser 
dependente do fenótipo celular. Especialmente o sistema imunológico desempenha um 
papel importante nesta questão, devido ao fato de que o fenótipo dos macrófagos é 
dependente de sua função no tecido. Herd et al. sugeriram que modelos fenotípicos de 
macrófagos devem ser utilizados in vitro para prever os potenciais efeitos in vivo de 
nanopartículas [48]. Além disso, MacParland et al. propuseram que microambientes 
inflamatórios deveriam ser considerados ao estudar a toxicidade de nanopartículas com 
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macrófagos primários [49]. Bussy et al. afirmaram que a segurança dos nanomateriais de 
grafeno depende da sua interação intrínseca com os macrófagos, e que descobertas futuras 
serão essenciais para fabricação de nanomateriais de grafeno seguros e mais 
biocompatíveis [50]. 
Particularmente, o Laboratório de Química do Estado Sólido (LQES) do Instituto 
de Química da Unicamp têm investido grande esforço no desenvolvimento de tecnologias 
antibacterianas utilizando o nanocompósito a base de óxido de grafeno e nanopartículas 
de prata (GOAg) (Patente: BR102013026639) [51]. Devido à ausência de regulamentação 
adequada para a comercialização de produtos contendo nanomateriais, o laboratório vem 
ao longo dos anos, implementando de maneira pró-ativa o conceito safe-by-design, termo 
esse, adotado pelo grupo de trabalho NANoREG da União Europeia [52], que têm como 
propósito avaliar os possíveis riscos intrínsecos ao uso de nanotecnologias para a saúde 
humana. Assim, o presente trabalho de tese objetivou avaliar de forma sistemática a 
toxicidade do nanocompósito GOAg, um promissor agente antibacteriano, bem como dos 
nanomateriais pristinos GO e AgNPs, utilizando linhagens murinas de macrófagos e 
macrófagos primários murinos, em virtude dessas células serem parte do sistema imune 
inato responsável pela captura e destruição tanto de patógenos, como de nanomateriais. 
O trabalho deu ênfase para a caracterização dos nanomateriais, para os seus efeitos de 
toxicidade e sua interação com os macrófagos, bem como para a avaliação do potencial 
inflamatório e da atividade celular, permitindo assim, uma avaliação de possíveis riscos 











2. Objetivos  
O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o perfil imunotoxicológico in 
vitro do nanomaterial híbrido bactericida, composto por óxido de grafeno e 
nanopartículas de prata (GOAg) desenvolvido pelo Laboratório de Química do Estado 
Sólido (LQES, IQ/Unicamp), por meio de estudos de interação entre o nanomaterial e 
modelos de macrófagos murinos. 
Os objetivos específicos do trabalho foram: 
I. Caracterizar os nanomateriais pristinos GO e AgNPs e o nanocompósito GOAg.  
II. Determinar as faixas de toxicidade dos nanomateriais para macrófagos murinos 
pertencentes à linhagem J774 e macrófagos peritoneais obtidos de camundongos 
BALB/c. 
III. Avaliar a morte celular induzida pelos nanomateriais e sua relação com a 
despolarização mitocondrial. 
IV. Avaliar se os nanomateriais induzem os macrófagos a um estresse oxidativo e 
avaliar seus efeitos. 
V. Compreender a interação dos nanomateriais com os macrófagos por meio de 
técnicas de microscopia e de química analítica. 
VI. Avaliar se os nanomateriais induzem os macrófagos a produzirem citocinas pró e 
anti-inflamatórias. 
VII. Avaliar a toxicidade dos nanomateriais após ativação dos macrófagos, bem como 










3. Material e métodos 
3.1 Obtenção do óxido de grafeno (GO) 
 
O GO utilizado para a síntese do nanocompósito foi sintetizado pela equipe do 
Laboratório de Química do Estado Sólido (LQES, Universidade Estadual de Campinas, 
Brasil) conforme descrito por de Moraes et al. [5, 53]. 
3.2 Síntese das nanopartículas de prata (AgNPs) 
 
As nanopartículas de prata foram sintetizadas pelo método de Turkevich [54]. Para 
tanto, o nitrato de prata (AgNO3, 8,4 mg) foi dissolvido em 40 mL de água deionizada 
(DI) e aquecido sob refluxo. Após entrar em ebulição, uma solução de citrato de sódio 
(10 mL, 1 mmol L-1) foi adicionada lentamente gota a gota. A reação foi mantida entre 
110 e 130 °C por 30 min. As dispersões de AgNPs foram dialisadas em água DI por 48 h 
para garantir a remoção dos sais de síntese (Membrana de diálise Fisherbrand TM 12 - 14 
kDa) e foram armazenadas em frascos protegidos da luz. O esquema de síntese das AgNPs 
está ilustrado no material anexo (Fig. S1). 
 
3.3 Síntese do nanocompósito (GOAg) 
O nanocompósito foi sintetizado pelo método modificado de Turkevich [19, 20]. 
Para tanto, GO (6,2 mg) foi disperso em água DI (20 mL) com auxílio de um banho 
ultrassom por 30 min. Em seguida, AgNO3
 (8,4 mg), dissolvido em água DI (20 mL), foi 
adicionado à dispersão de GO e a mistura resultante foi colocada em banho ultrassom por 
mais 30 min. A mistura foi então aquecida sob refluxo, e quando a temperatura atingiu 
aproximadamente 110 °C, uma solução de citrato de sódio (10 mL, 1 mmol L-1) foi 
adicionada lentamente gota a gota. A reação foi mantida à 130 °C por 50 min. As 
dispersões de GOAg foram deixadas sob leve agitação overnight e posteriormente 
dialisadas por 48 h para remoção de sais residuais (Membrana de diálise FisherbrandTM 
12 - 14 kDa) e foram armazenadas em frascos protegidos da luz. O esquema de síntese 




3.4 Caracterização dos nanomateriais 
 
A formação das AgNPs foi confirmada pela presença da banda de ressonância 
plasmônica utilizando um espectrofotômetro ultravioleta-visível (UV-Vis, 
Espectrofotômetro Shimadzu UV-1650 PC). A morfologia das AgNPs e das folhas de 
GO, e GOAg foi observada por microscopia eletrônica de transmissão (TEM, Zeiss Libra 
120, voltagem de aceleração 120 kV). A distribuição de tamanho das AgNPs pristinas e 
das AgNPs presentes na superfície do nanocompósito foi quantificada após contagem de 
aproximadamente 600 partículas em imagens geradas por TEM utilizando o software 
ImageJ. A espessura das folhas e o tamanho lateral médio do GO foram determinados por 
microscopia de força atômica (AFM, Shimadzu SPM-9600) utilizando o software 
Gwyddion. Os espectros Raman do GO e GOAg foram obtidos a partir de um 
espectrômetro Raman Horiba T64000, utilizando laser com excitação de 633 nm, 
potência de 5 mW e resolução de 2 cm-1 e um microscópio Raman confocal. Os 
difratogramas de raios-X dos nanomateriais foram obtidos utilizando um difratômetro 
Shimadzu XRD-700 com uma fonte de raios-X CuΚα (λ=1.54056 Å, 40 kV, 5° < 2θ < 
80° com velocidade de varredura de 2° min-1). O potencial zeta dos nanomateriais 
dispersos em água DI e nos meios de cultura, foi mensurado em um analisador de 
potencial Zeta (Zetasizer Nano ZS, Malvern). A concentração de prata nas dispersões de 
AgNPs e GOAg foram quantificadas por espectrometria de emissão óptica com plasma 
acoplado indutivamente (ICP OES, Perkin Elmer, OPTIMA 8300 DV). Antes da análise 
por ICP, as amostras foram digeridas em ácido nítrico concentrado (HNO3) por 24 h e 
suspensas em água ultrapura. Para a avaliação da estabilidade das dispersões dos 
nanomateriais, os mesmos foram dispersos em água DI e em meio RPMI 1640 (Nutricell) 
com ou sem suplementação com soro fetal bovino 10% (SFB). A concentração utilizada 
foi de 80 μg mL-1. As amostras foram então incubadas à 37 °C, com 5% de CO2 por 
períodos de 1, 3, 6, 12, 24 e 48 h. A estabilidade das dispersões de GO pristino, AgNPs 
pristinas e do nanocompósito GOAg foi observada por meio de fotografias digitais 
obtidas em uma série temporal de 1, 3, 6, 12, 24 e 48 h, condizente com os ensaios de 




3.5 Citotoxicidade dos nanomateriais pristinos e do nanocompósito para os 
macrófagos 
Macrófagos J774: testes de toxicidade foram realizados com macrófagos murinos 
da linhagem J774 obtidos do Banco de Células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. 
As células foram cultivadas em garrafas de cultura, e antes dos testes de toxicidade, 
aproximadamente 1 x 105 MØs foram transferidos para microplacas de 24 poços por 24 
h para deixar as células aderirem. Em seguida, o meio de cultura foi removido e 
substituído por alíquotas de dispersões de AgNPs e GOAg em meio RPMI 1640 
(Nutricell) adicionado de 10% de SFB (Nutricell) para atingir as seguintes concentrações 
de prata: 1,25; 2,5; 5,0 e 10 µg mL-1, conforme previamente determinado por ICP OES. 
As microplacas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2 por 24 
e 48 h. Após a incubação, as células foram removidas das microplacas utilizando cell 
scraper e foram coradas com azul de trypan (Sigma-Aldrich). O número de células 
viáveis foi contado em câmara de Neubauer com auxílio de um microscópio óptico (Zeiss 
Primo Star, Carl Zeiss TM). Após a exposição aos nanomateriais, os macrófagos aderidos 
às lamínulas foram corados utilizando o protocolo Giemsa para análise morfológica. O 
mesmo procedimento foi realizado para dispersões estoque de GO em RMPI 1640 
adicionado de 10% de SFB para atingir concentrações de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µg mL-
1. 
Macrófagos peritoneais: camundongos fêmea isogênicos BALB/cAnUnib foram 
fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência 
dos Animais de Laboratório, CEMIB, Universidade Estadual de Campinas, Brasil. Os 
procedimentos de coleta das células seguiram os procedimentos operacionais padrão 
estabelecidos pelo Laboratório de Leishmaniose e Cultura Celular (Lableish) [55]. Após 
a coleta, as células foram caracterizadas por meio de citometria de fluxo. Para isso, as 
células foram incubadas durante 30 min em banho de gelo e ao abrigo da luz com 
anticorpos para o receptor de membrana F4/80 conjugados com PerCP-Cy5 (Biolegend®) 
(Fig. S3). Após a incubação as células foram centrifugadas (1500 rpm, 10 min) e 
suspensas em tampão fosfato salino (PBS). A porcentagem de macrófagos peritoneais 
(células positivas para o anticorpo anti-F4/80) foi obtida em citômetro de fluxo FACS 
Canto II (BD Biosciences). Para os testes de toxicidade, as células coletadas foram 
lavadas com uma solução de PBS e foram centrifugadas por 10 min (4 °C, 1500 rpm). 
Aproximadamente, 1 x 105 macrófagos foram transferidos para microplacas de 24 poços 
26 
 
contendo lamínulas de vidro estéreis e foram deixados para aderir por um período de 2 h. 
Após este período, as células foram lavadas com PBS novamente para remoção das 
células não aderentes e foi adicionado novo meio RPMI contendo 10% de SFB. No dia 
seguinte, o meio de cultura foi retirado e trocado por alíquotas de dispersões de AgNPs e 
GOAg diluídas em meio RPMI 1640 adicionado de 10% de SFB para atingir as seguintes 
concentrações de prata: 1,25; 2,5; 5,0 e 10 µg mL-1, conforme previamente determinado 
por ICP OES. As microplacas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO2 por 24 e 48 h. 
Após a exposição, os macrófagos peritoneais foram fixados com metanol e corados com 
Giemsa. A redução na população de macrófagos peritoneais foi determinada pela 
contagem de macrófagos aderidos nas lamínulas de vidro em microscópio óptico. O 
mesmo procedimento foi realizado para dispersões estoque de GO diluídas em meio 
RPMI 1640 adicionado de 10% de SFB atingindo assim as concentrações de 6,25; 12,5; 
25; 50 e 100 µg mL-1. Experimentos controle foram realizados sem a adição dos 
nanomateriais para ambos os macrófagos. Os experimentos foram realizados com três 
réplicas e em duplicata. 
3.6 Avaliação do estresse oxidativo 
 
A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) pelos macrófagos após 
exposição às AgNPs pristinas e ao nanocompósito GOAg foi determinado por meio do 
kit fluorimétrico para avaliação de superóxido intracelular (MAK 145, Sigma-Aldrich) 
baseado em uma sonda fluorescente (dihydroethidium). Antes da realização dos ensaios 
com os nanomateriais, peróxido de hidrogênio em concentrações até 5,0 mmol L-1 (H2O2, 
Synth) foi utilizado para confirmação da eficácia do kit na detecção de ROS (Fig. S4). 
Macrófagos J774 (1 x 104 células/mL) foram transferidos para microplacas pretas de 96 
poços e de fundo claro. As células foram deixadas para aderir por um período de 24 h. O 
reagente para determinação de ROS foi reconstituído com dimetilsulfóxido (DMSO) 
seguido pela diluição em solução tampão disponível no kit.  Em seguida, a solução 
contendo o reagente para ROS foi adicionado em cada poço e as placas foram retornadas 
para incubadora por um período de 1 h. Após este período, alíquotas da dispersão estoque 
de AgNPs e GOAg foram dispersas em meio RPMI 1640 contendo 10% de SFB para 
atingirem as seguintes concentrações de prata: 0,6; 1,25; 2,5 e 5,0 µg mL-1. As 
microplacas foram individualmente incubadas por 30 e 180 min, e por 24 e 48 h. A 
intensidade da fluorescência foi medida com um leitor de microplaca (Synergy HT, 
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Biotek) em comprimentos de onda de excitação de 520 nm e de emissão de 605 nm. Os 
dados foram normalizados com base na viabilidade celular e são demonstrados como 
fluorescência relativa ao controle negativo (sem a presença dos nanomateriais). Os 
experimentos foram realizados com três réplicas. 
3.7 Despolarização mitocondrial e avaliação de morte celular por apoptose  
A despolarização mitocondrial e a taxa de apoptose foram avaliadas em 
macrófagos J774. Os ensaios foram realizados separadamente, porém, os procedimentos 
adotados para a cultura das células e para dispersão dos nanomateriais foram realizados 
conforme mencionado no tópico 3.5. Assim, as células foram plaqueadas em microplacas 
de 24 poços (1 x 106 células mL-1) com adição de RPMI suplementado com 10 % de SFB. 
No dia seguinte, o meio de cultura foi substituído por um novo contendo as dispersões de 
AgNPs pristinas e do nanocompósito GOAg nas seguintes concentrações: 5, 10, 25 µg 
mL-1, e 25 µg mL-1 para o GO pristino. O meio RPMI, contendo 10% de SFB sem a 
dispersão dos nanomateriais, foi considerado como controle negativo. As microplacas 
foram incubadas em estufa de cultura celular com 5% de CO2
 e 37 °C por 24 h. A 
despolarização mitocondrial foi avaliada por meio da sonda fluorescente MitoStatus Red 
(BD PharmigenTM). Após a exposição das células aos nanomateriais, as células foram 
lavadas duas vezes com tampão PBS e incubadas com o MitoStatus Red (100 nM) em 
estufa de cultura celular por 30 min. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS 
novamente e desaderidas com Accutase® pré-aquecida (Sigma). A perda da capacidade 
de retenção da sonda fluorescente pela mitocôndria foi o indicativo de ambos, 
permeabilidade e despolarização dessa organela. Dessa forma, a redução da fluorescência 
das células foi mensurada em citômetro de fluxo e posteriormente comparada com as 
células controle para obtenção da porcentagem relativa de despolarização. A taxa de 
apoptose foi avaliada por meio de um kit de detecção de apoptose utilizando Anexina V 
conjugada com isocianato de fluoresceína (FITC) (BD Biosciences). Camptotecina 
(Sigma, pureza > 90%) foi utilizada como controle positivo. Esse fármaco foi diluído em 
água DI contendo 5% de DMSO para atingir a concentração de 20 µM. Para o ensaio de 
apoptose, os macrófagos aderidos receberam as dispersões de nanomateriais nas mesmas 
concentrações descritas acima e foram incubados em estufa de cultura de células com 5% 
de CO2 por 24 h. Após a incubação, o meio de cultura foi removido e as células foram 
lavadas com tampão PBS. As células foram desaderidas com Accutase® pré-aquecida. 
Em seguida, as células foram centrifugadas para remoção de “debris” (1500 rpm, 10 min) 
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e suspensas em um tampão de ligação. As células foram incubadas com 5 µL de iodeto 
de propídio (PI) e anticorpos conjugados com Anexina V, e então incubadas por 15 min 
protegidas da luz. A apoptose recente e a apoptose tardia/necrose foram determinadas por 
meio de um citômetro de fluxo FACS Canto II após contagem de 10000 eventos. Os dados 
obtidos foram analisados pelo software FACS Diva (BD Biosciences) e FlowJo v.10. Os 
experimentos de apoptose foram realizados em triplicata e os experimentos de 
despolarização mitocondrial em duplicata.  
 
3.8 Determinação da peroxidação lipídica 
Os níveis de peroxidação lipídica em macrófagos J774 foram mensurados após a 
exposição ao GO pristino, AgNPs pristinas e ao nanocompósito GOAg. Para isso, 
aproximadamente 1 x 105 células mL-1 foram plaqueadas em microplacas pretas de 96 
poços de fundo claro. As microplacas foram preenchidas com meio RPMI suplementado 
com 10% de SFB e as células foram deixadas para aderir por 24 h. No dia seguinte, o 
meio de cultura foi removido e um novo meio contendo dispersões dos nanomateriais nas 
concentrações de 5,0; 10,0 e 25,0 µg mL-1 foram adicionados. A microplaca foi incubada 
em estufa de cultura de células com 5% de CO2 e 37 °C por um período de 1, 3, 6 e 24 h. 
As células incubadas apenas com RPMI e 10% de SFB foram consideradas como controle 
negativo. Para o controle positivo, as células foram incubadas por 2 h com 100 µM de 
hidroperóxido de Cumeno (Molecular Probes®). Após o período de exposição, as células 
foram lavadas com tampão PBS e foram incubadas em estufa de cultura de células por 30 
min com uma sonda fluorescente contida no kit de peroxidação lipídica Image iT® 
(BODIPY® 581/591 C11, Molecular Probes®). Após a incubação, as células foram 
lavadas por duas vezes com tampão PBS e foram novamente incubadas por 30 min, dessa 
vez, com 8 µg mL-1 de um intercalante de DNA fluorescente, Hoechst® 33342 (BD 
Biosciences), para marcação do núcleo. Os níveis de peroxidação lipídica foram 
mesurados utilizando um equipamento micro confocal high-content imaging® 
(ImageXpress, Molecular Devices). As imagens dos 96 poços foram obtidas utilizando 
lentes objetivas de 40x. Os dados obtidos foram analisados pelo software MetaXpress®. 
Os níveis de peroxidação lipídica obtidos foram calculados baseando-se na razão entre as 
intensidades de fluorescência do vermelho (591 nm) e do verde (510 nm). Os dados foram 
normalizados de acordo com o número de células positivas para o Hoechst e em relação 
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às células do controle. Os dados foram analisados de poços com três réplicas. Os 
experimentos foram realizados uma única vez com triplicatas de cada poço. 
 
3.9 Análise da interação dos nanomateriais com os macrófagos utilizando técnicas 
de microscopia óptica e eletrônica 
Análise por microscopia óptica: macrófagos J774 previamente aderidos em 
lamínulas de vidro estéreis (13 mm) foram incubados em microplacas de 24 poços 
contendo dispersões de GO pristino (12,5 µg mL-1), AgNPs pristinas (5 µg mL-1) e do 
nanocompósito GOAg (2,5 µg mL-1) em meio RPMI e 10% de SFB. As microplacas 
foram incubadas em estufa para culturas de células por 48 h. Após a exposição aos 
nanomateriais, as lamínulas contendo as células aderidas, foram lavadas com tampão 
PBS, e as células foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa. Em seguida, as 
lamínulas foram coladas em lâminas de vidro com Entellan® (Merck) para posterior 
visualização em microscópio óptico. A aquisição das imagens foi feita por uma câmera 
acoplada (AxioCam ERc5s, Carl Zeiss TM) utilizando o software AxioVision 4.8.2 SP2 
(Carl Zeiss TM). 
Interação célula-nanomaterial por microscopia de varredura: para avaliar a 
interação das AgNPs e do nanocompósito GOAg com os macrófagos J774, 
aproximadamente 2,0 x 105 células mL-1 foram suspensas em meio de cultivo RPMI 
suplementado com 10% de SFB e foram incubadas em microplacas de 24 poços contendo 
lâminas de silício polidas. As células foram incubadas em estufa de cultura celular com 
5% de CO2 e 37 °C. Após 24 h, o meio de cultura foi substituído por um novo contendo 
os nanomateriais dispersos (10 µg mL-1). Após um período de 24 h de exposição, o meio 
de cultura celular foi removido e as células foram lavadas duas vezes com tampão PBS 
para remover os nanomateriais não aderidos à membrana plasmática. Em seguida, as 
células foram fixadas em solução contendo glutaraldeído (0,1 mol L-1), tampão cacodilato 
de sódio (0,1 mol L-1, pH 7,4) e cloreto de cálcio (3 mmol L-1) por 5 min em temperatura 
ambiente, seguido por 1 h em banho de gelo. Após este período, a solução fixadora foi 
removida e as lâminas de silício contendo as células aderidas foram removidas e deixadas 
rapidamente em uma capela de fluxo laminar para remover o excesso de umidade, em 
seguida foram encaminhadas para cobertura com carbono (Carbon sputter). As células 
foram analisadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) (JEOL, modelo JSM-
6360 LV) acoplada com um detector de espectroscopia de raios-X por dispersão em 
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energia (EDX) (Noran system SIX, Thermo Electron Corp.) operado a 15 kV para 
aquisição de espectros por ponto. Para aquisição de imagens detalhadas, foi utilizado um 
microscópio de varredura com emissão de campo (FESEM) (Quanta FEG 250, FEI Co.). 
Para aquisição das imagens obedecemos aos procedimentos descritos acima, contudo não 
foi utilizada cobertura para observação das células. O microscópio foi operado a 20 kV e 
em câmera com baixo vácuo. As imagens foram obtidas de elétrons secundários e de 
elétrons retroespalhados utilizando um detector de campo amplo (LFD) e um detector 
concêntrico para retroespalhamento (CBS). Um segundo método foi utilizado para 
observação da interação dos macrófagos com os nanomateriais. Nesse procedimento foi 
utilizada uma leve metalização para permitir tanto a preservação das estruturas celulares 
como para avaliação morfológica. Os macrófagos foram aderidos em microplacas (2,0 x 
105 células mL-1) de 24 poços contendo lamínulas de vidro circulares (13 mm) e meio 
RPMI suplementado com 10% de SFB contendo os nanomateriais dispersos (10 µg mL-
1). As células foram incubadas a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h. Após a incubação, o meio 
de cultura foi removido e as células foram fixadas com solução contendo 2,5% de 
glutaraldeído (0,1 mol L-1), tampão cacodilato (0,1 mol L-1, pH 7.4), e cloreto de cálcio 
(3 mmol L-1) por 5 min a temperatura ambiente, seguido por 1 h em banho de gelo. Em 
seguida as células foram lavadas com tampão cacodilato e cloreto de cálcio, e foram pós 
fixadas com 1% de tetróxido de ósmio, tampão cacodilato (0,1 mol L-1), cloreto de cálcio 
(3 mmol L-1) e uma solução de ferrocianeto de potássio (0,8%) por 30 min em gelo. Em 
seguida, as células foram desidratadas em séries ascendentes de etanol (20%, 50%, 70%, 
80%, e duas vezes em 100%). As células foram encaminhadas para o ponto crítico e foram 
cobertas com aproximadamente 10 nm de ouro utilizando um sputtering coater. A 
interação dos nanomateriais com os macrófagos foi então observada em um microscópio 
de varredura com emissão de campo (FESEM) (Quanta FEG 250, FEI Co.). 
 
Avaliação da associação e internalização dos nanomateriais: imagens de 
microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos J774 foram obtidas tanto para 
análise ultraestrutural, quanto para a avaliação da internalização dos nanomateriais. Os 
macrófagos (1 x 105 células mL-1) foram transferidos para microplacas de seis poços 
contendo lamínulas de vidro. As células foram deixadas para aderir por um período de 24 
h. Em seguida, o meio de cultivo foi trocado por alíquotas da dispersão estoque de GO, 
AgNPs e GOAg dispersas em meio RPMI contendo 10% de SFB para atingir as 
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respectivas concentrações: 12,5; 2,5 e 2,5 µg mL-1. Os nanomateriais foram adicionados 
separadamente em microplacas e incubados por um período de 24 h. Após a incubação, 
o meio de cultivo foi removido e foi adicionada uma solução fixadora contendo 2,5% de 
glutaraldeído (0,1 mol L-1), tampão cacodilato (0,1 mol L-1, pH 7.4), e cloreto de cálcio 
(3 mmol L-1) por 5 min à temperatura ambiente, seguido por 1 h em banho de gelo. Em 
seguida as células foram lavadas com tampão cacodilato e cloreto de cálcio, e então foram 
pós-fixadas com 1% de tetróxido de ósmio, tampão cacodilato (0,1 mol L-1), cloreto de 
cálcio (3 mmol L-1) e uma solução de ferrocianeto de potássio (0,8%) por 30 min em gelo. 
Após a fixação, as células foram lavadas com água DI e coradas com acetato de uranila 
(2%) de um dia para o outro a 4 °C. No dia seguinte, as células foram lavadas com água 
DI e foram desidratadas em séries crescentes de etanol (20, 50, 70, 80 e duas vezes em 
100%). As células foram embebidas em resina Epon 812 por 72 h e foram polimerizadas 
em forno aquecido a 60 °C. As secções ultrafinas obtidas em micrótomo foram coradas 
com acetato de uranila e citrato de chumbo, e então transferidas para malhas de cobre e 
examinadas por TEM (Zeiss LEO 902) com voltagem de aceleração de 60 kV. 
Quantificação da associação e internalização dos nanomateriais com os 
macrófagos: Macrófagos J774 foram cultivados em garrafas para cultura de célula (1 x 
105 células mL-1). Após 48 h, o meio RPMI foi trocado por dispersões dos nanomateriais 
AgNPs e GOAg em meio RPMI contendo 10% de SFB para atingir a concentração de 1 
µg mL-1. As células foram incubadas a 37 °C e 5% de CO2 por 24 ou 48 h. Após a 
incubação, os sobrenadantes foram coletados e as células foram lavadas três vezes com 
tampão PBS para remover os nanomateriais não associados. Os macrófagos foram 
transferidos cuidadosamente para tubos plásticos cônicos com tampa de rosca contendo 
tampão PBS e foram centrifugados por 10 min e 1500 rpm (Eppendorf 5804R). 
Posteriormente, o “pellet” de células foi digerido em HNO3, (65% v v
-1, Merck) e 
suspenso em água ultrapura (Sistema de purificação Milli-Q®). A associação total das 
AgNPs pristinas e do nanocompósito GOAg com os macrófagos foi estimada por 
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS, modelo 7700x 
Agilent Technologies, Hachioji, Japan). Um sistema de reação/colisão com gás Hélio foi 
utilizado com fluxo de 5 mL min-1. O experimento foi realizado em triplicata. A solução 




3.10 Determinação de citocinas  
Para avaliar se os nanomateriais induziram os macrófagos J774 a produzir e 
secretar citocinas, aproximadamente 2,0 x 105 células mL-1 aderidas em microplacas de 
24 poços, receberam dispersões dos nanomateriais em meio RPMI contendo 10% de SFB. 
As seguintes concentrações foram utilizadas: 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 25,0 µg mL-1 de AgNPs 
pristinas e do nanocompósito GOAg, e 25,0 µg mL-1 para o GO pristino. Os macrófagos 
foram incubados em estufa para cultura de células a 37 °C e 5% de CO2 por 48 h. O 
controle positivo utilizado foi 100 ng mL-1 de LPS (lipopolissacarídeo de Escherichia 
coli, Sigma) [54] e como controle negativo, o próprio meio de cultura sem adição dos 
nanomateriais. Após 48 h de exposição, 2,0 mL de cada sobrenadante foi coletado em 
tubos Eppendorf, e foram armazenados em freezer a -20 °C até o momento da 
determinação das citocinas. A produção da citocina TNF-α e das interleucinas IL-1β e IL-
10 foram quantificadas pelo imunoensaio Cytometric Bead Array (CBA, BD 
BiosciencesTM USA). Para a avaliação, os tubos Eppendorf, contendo os sobrenadantes 
foram descongelados em temperatura ambiente e os procedimentos adotados incluíram 
as etapas de preparação das curvas padrão para as citocinas utilizadas, mistura das 
microesferas com os sobrenadantes e incubação com os reagentes de detecção. A 
concentração das citocinas foi determinada por um kit de alta sensibilidade, específico 
para camundongos, e um citômetro de fluxo modelo FACS Canto II. O software FCAP 
Array TM (BD Biosciences) foi utilizado para interpretação dos dados. A produção das 
citocinas pelos macrófagos peritoneais também foi quantificada após exposição aos 
nanomateriais. Assim, a coleta do sobrenadante, o seu armazenamento, e os 
procedimentos para quantificação das citocinas obedeceram às mesmas condições 
descritas para os macrófagos J774. Contudo, nesses experimentos duas condições foram 
testadas antes da exposição aos nanomateriais. As condições foram as seguintes: os 
macrófagos peritoneais não foram estimulados ou foram previamente estimulados por 12 
h com 250 U mL-1 de interferon gama (IFN-y) recombinante de camundongo expresso 
em Escherichia coli, (Sigma, pureza ≥ 98%), de acordo com o método de ativação 




3.11 Citotoxicidade dos nanomateriais após ativação clássica dos macrófagos com 
IFN-γ e LPS 
Macrófagos peritoneais obtidos de camundongos BALB/c e aderidos em 
microplacas pretas de 96 poços de fundo claro foram estimulados por 12 h com um 
coquetel composto de IFN-γ (250 U mL-1) e LPS (100 ng mL-1). No dia seguinte, os 
macrófagos foram expostos às dispersões dos nanomateriais pristinos e ao nanocompósito 
em meio RPMI suplementado com 10% de SFB. As concentrações testadas foram: 0,5; 
1,0; 5,0; 10,0 e 25,0 µg mL-1. Em seguida, os macrófagos foram incubados em estufa para 
cultura de células a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h. Para comparação, células não 
estimuladas com o coquetel de citocinas foram expostas as mesmas concentrações dos 
nanomateriais. Após a exposição, as células foram lavadas com tampão PBS e foram 
incubadas com Hoechst® 33342 de acordo com os procedimentos descritos no item 3.8. 
Em seguida, as células aderidas foram incubadas com iodeto de propídio (PI), por 10 min. 
Para determinar a porcentagem de células viáveis, o número de células permeadas pelo 
PI (positivas para iodeto de propídio), em relação ao total de células aderidas (positivas 
para Hoechst), foi avaliada por micro confocal high-content imaging® (ImageXpress, 
Molecular Devices). As imagens dos 96 poços foram obtidas utilizando lentes objetivas 
de 10x. Os dados obtidos foram analisados pelo software MetaXpress®. O experimento 
foi realizado em duplicata e os dados foram analisados de poços com três réplicas. 
3.12 Produção de espécies reativas de nitrogênio (NOx) por macrófagos ativados 
classicamente e expostos ao nanocompósito 
A produção de espécies reativas de nitrogênio (NOx) pelos macrófagos 
peritoneais foi estimada após a ativação das células e durante exposição à concentração 
sub-letal do nanocompósito GOAg. Para isso, macrófagos peritoneais obtidos de 
camundongos BALB/c aderidos em microplacas de 96 poços foram estimulados 
conforme descrito no item 3.11. Após a estimulação, as células foram expostas a uma 
dispersão do nanocompósito GOAg na concentração de 0,5 µg mL-1 em meio RPMI 
suplementado com 10% de SFB. Em seguida, os macrófagos foram incubados a 37 °C e 
5% de CO2 por 6, 12 e 24 h. Para comparação, células não estimuladas com o coquetel de 
citocinas foram expostas a mesma concentração do nanomaterial. Após a exposição, 100 
µL do sobrenadante de cada poço foram coletados e incubados em temperatura ambiente 
em microplacas de 96 poços pretas de fundo claro contendo 100 µL do reagente de Griess 
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(Sigma). Após 15 min, a absorbância (540 nm) de cada poço foi determinada utilizando 
um leitor de microplaca (Synergy HT, Biotek). A quantificação do nitrito (NO2
-) presente 
nos sobrenadantes foi determinada a partir dos valores de absorbância obtidos em curva 
padrão utilizando concentrações de nitrito de sódio (NaNO2, ACS ≥ 97%, Sigma-
Aldrich). Os experimentos foram realizados em duplicata contendo cinco réplicas de cada 
poço. 
3.13 Análise estatística 
O software OriginLab 8.5 foi utilizado para realizar as análises de variância 
(ANOVA) e a comparação das médias pelo teste de Tukey. Os valores de IC50
 obtidos 
após os ensaios de citotoxicidade dos nanomateriais para os macrófagos foram calculados 
utilizando um ajuste sigmoide com uma função dose-reposta, pelo mesmo software. 
3.14 Comissão de ética no uso de animais 
Antes da realização dos experimentos, este estudo foi submetido para análise da 
Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto de Biologia da Universidade Estadual 
de Campinas, São Paulo, Brasil (CEUA/Unicamp). Os seguintes protocolos foram 












4. Resultados e discussão 
A Figura 4 apresenta um fluxograma que destaca as principais etapas 
experimentais alcançadas pelo trabalho para avaliação do perfil imunotoxicológico do 
nanocompósito GOAg. 
Figura 4. Fluxograma contendo as etapas desenvolvidas durante o trabalho. As etapas abordaram 
desde a síntese e a caracterização dos nanomateriais, até a avaliação da interação com os macrófagos, sua 
citotoxicidade, seu potencial inflamatório e o impacto na atividade celular.  
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4.1 Caracterização dos nanomateriais 
A síntese das AgNPs pristinas e do nanocompósito GOAg foi primeiramente 
confirmada por meio da detecção das bandas de ressonância plasmônica em 415 e 410 
nm, respectivamente (Fig. 5A). As dispersões analisadas estão apresentadas na Figura 5B. 
A estrutura cristalográfica dos nanomateriais foi investigada por meio da técnica de 
difração de raios-X. Na Figura 5C é possível identificar os planos cristalinos da estrutura 
cúbica de face centrada das AgNPs (40,4°; 46,6°; 66,7° e 79,5°). Os mesmos picos podem 
ser observados no difratograma do nanocompósito GOAg, porém com menor intensidade. 
A técnica de espectroscopia Raman foi utilizada para determinar o grau de ordem e 
desordem das estruturas de carbono do GO pristino e do nanocompósito GOAg (Fig. 5D). 
A presença da banda D em 1327 cm-1 e da banda G em 1591 cm-1 é característica da 
desordem do plano basal dos domínios sp2 das ligações entre os átomos de carbono, 
conforme relatado na literatura [20]. A banda D surge após a oxidação da estrutura 
grafítica e sugere a presença de grupamentos oxigenados na estrutura do GO e aumento 
do grau de desordem da estrutura grafítica. O aumento da intensidade dessas bandas no 
espectro obtido para o nanocompósito GOAg, indica a presença das AgNPs em sua 
superfície, devido principalmente ao efeito denominado SERS (Espectroscopia Raman 
Aumentada por Superfície) [13].  
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A morfologia das AgNPs pristinas, das folhas de GO pristino e do nanocompósito 
GOAg foi investigada por TEM. As nanopartículas de prata estabilizadas por citrato 
exibiram uma morfologia esférica (Fig. 6A e B), com tamanho médio de 12,1 ± 7,0 nm 
(Fig. 6C). As folhas de GO pristino, de aspecto semitransparente, apresentaram dimensão 
lateral média de 0,84 µm e espessura de aproximadamente 1 nm (Fig. 7A, B, C e D).  As 
AgNPs presentes na superfície das folhas de GO no nanocompósito apresentaram 
tamanho médio de 9,3 ± 2,7 nm e morfologia esférica. Podemos observar que as AgNPs 
estão dispersas uniformemente sobre todas as folhas de GO e estão exclusivamente sobre 
sua superfície (Fig. 8A, B, C e D). 
 
Figura 5. Caracterização dos nanomateriais. (A) Espectro UV-vis da dispersão de AgNPs pristinas e do 
nanocompósito GOAg. (B) Característica das dispersões aquosas contendo AgNPs pristinas e o 
nanocompósito. (C) Difratograma de raios-X do GO pristino (inset), das AgNPs pristinas e do 
nanocompósito. (D) Espectro Raman do GO pristino e do nanocompósito, indicando as bandas D e G.  








Figura 7. Caracterização morfológica do GO pristino. Imagens das folhas de GO pristino obtidas por 
TEM (A) e por AFM (B). (C) Distribuição de tamanho das folhas de GO pristino e (D) espessura.  
Figura 6. Caracterização morfológica das AgNPs pristinas. (A) Imagem obtida por TEM das AgNPs 
pristinas e (B) em maior aumento o detalhe das nanopartículas. (C) Distribuição de tamanho das AgNPs.  
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Antes da realização dos testes de toxicidade, a concentração de prata total foi 
determinada por espectrometria de emissão óptica acoplada com plasma indutivamente 
(ICP OES). As dispersões estoque de AgNPs e GOAg continham 146,1 e 121,0 µg mL-1 
de prata total, respectivamente (Tabela 1). Essa determinação implica que a razão de 
massa GO:Ag no nanocompósito foi de aproximadamente 1, devido a concentração de 





Figura 8. Caracterização morfológica do nanocompósito GOAg. (A) Imagem obtida por TEM do 
nanocompósito GOAg, e (B) em maior aumento as AgNPs ancoradas em sua superfície. (C) Distribuição 
de tamanho das AgNPs presentes na superfície do nanocompósito. (D) detalhe das AgNPs ancoradas na 











DI RPMI RPMI + SFB 
GO - 120,0 - 44,8 ± 0,9 - 11,5 ± 3,7 -12,3 ± 2,2 
AgNP 146,1 - - 38,3 ± 2,8 - 14,9 ± 2,1 -13,3 ± 0,4 
GOAg 121,0 120,0 - 49,4 ± 0,6 - 22,4 ± 2,3 - 0,32 ± 1,0 
 
 As medidas de potencial Zeta demonstraram que todos os nanomateriais possuem 
superfícies carregadas negativamente, independente do meio de dispersão (Tabela 1). O 
nanocompósito GOAg exibiu o maior potencial negativo (-49,4 mV) quando disperso em 
água deionizada (DI) (Tabela 1). A carga superficial negativa das AgNPs pristinas pode 
ser explicada pela estabilização das nanopartículas por ânions citrato, enquanto que as 
folhas de GO estão carregadas negativamente devido a presença de grupos oxigenados 
desprotonados em sua superfície. A caracterização adicional do GO está disponível em 
trabalhos prévios do nosso grupo (de Moraes et al.) [20, 53]. A Figura 9 apresenta uma 
série temporal de imagens obtidas dos nanomateriais em diferentes meios de dispersão 
com o objetivo de acompanhar suas estabilidades. 







Figura 9. Ensaios de estabilidade dos nanomateriais. Água deionizada (Água DI), meio RPMI 1640 e meio RPMI 1640 + 10% de soro fetal 






 Os nanomateriais apresentaram boa estabilidade em água DI; porém, em 
comparação com as AgNPs pristinas, o GO pristino e o nanocompósito GOAg foram 
menos estáveis no meio de cultura celular. Em relação ao meio de cultura, os 
nanomateriais foram mais estáveis quando dispersos em RPMI suplementado com SFB 
do que quando dispersos em meio sem a presença de soro. Este fenômeno pode ser 
explicado pelo fato de que o meio RPMI possui elevada força iônica devido a presença 
de numerosos componentes contendo íons de cloro. Esses íons são conhecidos por serem 
fortes agentes de agregação de nanopartículas de prata, levando a formação de AgCl, um 
sólido cristalino e de baixa solubilidade em água [57, 58]. É importante mencionar a 
presença de cisteína no meio RPMI. Esse aminoácido é prontamente adsorvido na 
superfície das AgNPs e reduz sua estabilidade em meio aquoso por causa da afinidade 
dos íons metálicos pelos grupos do tipo –SH de alta energia presentes na estrutura do 
aminoácido [58, 59].  Da mesma forma, a força iônica do meio pode ter contribuído para 
reduzir a estabilidade do GO pristino, aumentando a agregação das folhas de GO e a 
consequente precipitação.  
4.2 Citotoxicidade dos nanomateriais 
 A citotoxicidade dos nanomateriais ocorreu na forma de dose-resposta e os 
resultados foram expressos como porcentagem de células viáveis (Fig. 10). Os valores de 
IC50
 para os macrófagos J774 e para os macrófagos peritoneais estão apresentados na 
Tabela 2. Observamos que o GO pristino foi mais tóxico para os macrófagos J774 após 
24 h (IC50-24h = 16,9 µg mL
-1) do que após 48 h (IC50-24h = 58,4 µg mL
-1) de exposição. 
Esse resultado indica que as células da linhagem J774 que sobreviveram durante as 
primeiras 24 h de exposição, foram capazes de se proliferar. Em contrapartida, o GO 
pristino foi mais tóxico para as células peritoneais após 48 h de exposição, do que após 
24 h, apresentando IC50-24h = 32,9 µg mL
-1 e IC50-48h = 24,7 µg mL
-1, respectivamente 
(Tabela 2). Diferente das células tumorais imortalizadas (J774), os macrófagos primários 
do peritônio são células diferenciadas derivadas da medula óssea e não proliferam [36], 







Figura 10. Citotoxicidade dos nanomateriais para os macrófagos J774 e macrófagos peritoneais 
coletados de camundongos BALB/c. O número de macrófagos viáveis foi determinado por meio do 
ensaio de exclusão Trypan Blue. A porcentagem de macrófagos peritoneais aderidos às lamínulas foi 
determinado após exposição aos nanomateriais. Exposição das células ao GO pristino (A, B), AgNPs 
pristinas (C, D), e nanocompósito GOAg (E, F) após 24 e 48 h. Diferenças na citotoxicidade dos 




Mendes et al. observaram que após avaliar a citotoxicidade do GO (10 µg mL-1) 
utilizando o ensaio trypan blue, a viabilidade de macrófagos J774.2 não foi reduzida após 
48 h [22]. Yue et al. demonstraram que concentrações de GO até 20 µg mL-1 não 
apresentaram toxicidade relevante para os macrófagos primários isolados de 
camundongos e para os macrófagos J774A.1 após 48 h [21]. Nossos resultados revelam 
que concentrações de GO abaixo de 12,5 µg mL-1 não reduziram significativamente a 
viabilidade de macrófagos J774 (Fig. 8A) após 48 h, conforme observado por Mendes et 
al. e por Yue et al. Além disso, não ocorreu redução significativa da viabilidade de 
macrófagos peritoneais para concentrações de GO abaixo de 25 µg mL-1, independente 
do tempo de exposição (Fig. 10B). Apesar de ambos os trabalhos não terem avaliado a 
redução da viabilidade em elevadas concentrações de GO, nossos dados apresentam de 
forma clara um aumento da toxicidade do GO pristino em concentrações até 100 µg mL-
1, tanto para os macrófagos de linhagem, quanto para os macrófagos peritoneais. A 
toxicidade do grafeno para os macrófagos pode ser atribuída à capacidade dessas células 
de internalizarem estes nanomateriais levando a perda de função de determinadas 
organelas e a apoptose [60]. No entanto, os materiais baseados em grafeno podem causar 
danos na membrana da célula e apresentar toxicidade mesmo sem serem internalizados 
[18]. Para bactérias, a ruptura mecânica da membrana plasmática e a extração direta de 
fosfolipídios causada tanto pelo grafeno quanto pelo GO, estão entre os principais 
mecanismos de toxicidade associados a esses nanomateriais [61, 62]. Liu et al. reportaram 
que o GO é capaz de bloquear os sítios ativos da membrana plasmática das bactérias 
contribuindo dessa forma para a redução de sua viabilidade [63].  
 As AgNPs pristinas apresentaram citotoxicidade dose- e tempo-dependentes para 
ambos os macrófagos (Fig. 10C e D). A toxicidade para os macrófagos J774 aumentou 
em 3 vezes no intervalo de 24 h (IC50-24h = 8,9 µg mL
-1) até 48 h (IC50-48h = 2,9 µg mL
-1) 
de exposição (Tabela 2). Fenômeno idêntico foi observado para os macrófagos 
peritoneais de 24 h (IC50-24h = 10,4 µg mL
-1) até 48 h (IC50-48h = 3,0 µg mL
-1) de exposição 
(Tabela 2). Contudo, os valores de IC50 indicam que a toxicidade das AgNPs foi similar 
para ambos os macrófagos e que essas nanopartículas foram mais tóxicas do que o GO 






Pratsinis et al. estudaram a toxicidade de AgNPs sintetizadas sem qualquer 
cobertura de superfície orgânica e com distribuição de tamanho bem definida (5,7 até 20,4 
nm) para macrófagos murinos RAW 264.7 [64]. Apesar dos autores terem utilizado 
diferentes linhagens de macrófagos, nossos resultados de toxicidade para as AgNPs 
pristinas com distribuição de tamanho entre 5,1 e 19,1 nm foram similares ao obtido por 
Pratsinis et al., que obteve valores de IC50 entre 7 e 20 µg mL
-1 no mesmo período de 
exposição. 
 Zhang et al. comparam a toxicidade de AgNPs estabilizadas por citrato, e com 
tamanho médio de 22 ± 3.5 nm, entre macrófagos humanos de sangue periférico THP-1 
e macrófagos murinos RAW 264.7. A toxicidade para ambos os macrófagos foi similar. 
A concentração de 50 µg mL-1 de prata reduziu a viabilidade dos macrófagos em 
aproximadamente 20% após 24 h de exposição [65]. Nossos resultados para as AgNPs 
pristinas indicam que uma concentração muito menor de prata (5 µg mL-1) foi suficiente 
para causar uma redução similar na viabilidade dos macrófagos no mesmo período de 
exposição (Fig. 10C e D). Essas divergências na toxicidade podem estar relacionadas às 





IC50-24 h           CI 95% IC50-48 h           CI 95% 
 MØ J774 
GO 16,9 (10,1 – 28,2) 58,4 (42,4 – 80,5) 
AgNP 8,9 (7 – 11,3) 2,9 (1,8 – 4,6)  
GOAg 2,9 ND 3,8 ND 
 MØ Peritoneal 
GO 32,9 ND 24,7 ND 
AgNP 10,4 (7,25 – 14,9) 3 (2,46 – 3,75) 
GOAg 3,1 (2,5 – 3,8) 2,9 (2 – 4,2) 
IC50: Redução da viabilidade em 50%; CI 95%: intervalo de confiança; MØ: macrófago; ND: não determinado. A IC50 
e o CI estão expressos em µg mL
-1
. 
Tabela 2. Resumo da citotoxicidade do nanocompósito GOAg e dos nanomateriais 
pristinos para os macrófagos da linhagem J774 e macrófagos primários peritoneais.  
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superficial, cobertura da superfície e estabilidade. Além disso, os efeitos observados 
podem ser célula-dependentes [65]. 
 A citotoxicidade do nanocompósito GOAg ocorreu de forma dose-dependente 
para ambos os macrófagos e não aumentou durante o período de exposição (Fig. 10E e 
F). O IC50 do GOAg para os macrófagos J774 foram 2,9 e 3,8 µg mL
-1 após 24 e 48 h de 
exposição, respectivamente. O GOAg apresentou citotoxicidade similar para os 
macrófagos peritoneais, com valores de IC50 entre 3,1 e 2,9 µg mL
-1 após 24 e 48 h de 
exposição, respectivamente (Tabela 2). 
 Dados referentes à toxicidade de nanocompósitos para células de macrófago são 
escassos na literatura. Contudo, Zhou et al. reportaram que o nanocompósito de óxido de 
grafeno/prata na concentração de 100 µg /4,5 µg (GO:Ag) reduziu a viabilidade de células 
tumorais de epitélio de pulmão A549 para 64,2% e de células de carcinoma hepático 
HepG2 para 60% após 24 h de exposição, sendo significativamente mais tóxicas do que 
concentrações equivalentes de nanopartículas de prata pristinas [66]. 
 No presente trabalho, o nanocompósito GOAg com razão de massa de GO:Ag 
equivalente à 1 (Tabela 1) foi testado em concentrações não tóxicas de GO (abaixo de 10 
µg mL-1) (Fig. 10A e B) e reduziu a viabilidade de ambos macrófagos para 25% após 24 
h de exposição (Fig. 10E e F). Além disso, o GOAg foi considerado mais tóxico para os 
macrófagos do que os nanomateriais pristinos. 
  A toxicidade do GOAg para células bacterianas está descrita na literatura como 
resultado de um efeito sinérgico entre o GO e as AgNPs. Xu et al. descreveram esse efeito 
como um “processo de captura e morte” capaz de inibir o crescimento das bactérias 
devido as propriedades de adsorção do grafeno e a atividade bactericida da prata [14]. De 
Faria et al., [19] e de Moraes et al., [20] também reportaram um efeito sinérgico similar 
do nanocompósito GOAg para células bacterianas. Os autores atribuíram esse efeito a 
grande área superficial das folhas de GO, capazes de recobrir a superfície das bactérias e 
permitir o contato íntimo entre as AgNPs e a superfície das células. Os mecanismos de 
toxicidade associados com o efeito sinérgico do nanocompósito GOAg para células inclui 
o rompimento da parede/membrana das células, inibição da proliferação celular [67] e 
geração de estresse oxidativo [68]. Dessa forma, a toxicidade do nanocompósito GOAg 




4.3 Análise da interação dos nanomateriais com os macrófagos utilizando técnicas 
de microscopia 
 A interação dos nanomateriais com os macrófagos J774 e peritoneais foi 
primeiramente estudada por microscopia óptica durante os ensaios de citotoxicidade (Fig. 
11). Em geral, os macrófagos expostos ao GO pristino, AgNPs pristinas e ao 
nanocompósito GOAg, não exibiram alterações morfológicas comparadas às células 
controle. Contudo, os macrófagos apresentaram aspecto vacuolizado e aglomerados 
micrométricos de GO e GOAg foram encontrados interagindo com as células de ambos 




Figura 11. Microscopia óptica dos macrófagos. As células foram coradas pelo método Giemsa após 48 
h de exposição. (Controle) Células cultivadas em microplacas sem a presença de nanomateriais. (GO) 
Células expostas a 12,5 μg mL-1 de óxido de grafeno pristino. Setas indicam a interação entre as folhas de 
GO e a superfície do macrófago. (AgNPs) Células após exposição a 5 μg mL-1 de nanopartículas de prata. 
Setas destacam a internalização das nanopartículas. (GOAg) Células após a exposição a 5 μg mL-1 do 




Uma investigação mais detalhada da interação dos nanomateriais com os 
macrófagos J774 foi realizada por análises em microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) simulando as condições dos testes de citotoxicidade (Fig. 12–14). A Figura 12A 
apresenta imagens das células fixadas em glutaraldeído e tampão cacodilato, porém sem 
metalização e sem a exposição aos nanomateriais. Imagens obtidas por MEV utilizando 
um detector de elétrons retroespalhados, permitiram a observação das AgNPs pristinas 
presentes na superfície das células (Fig. 12B e C). A técnica de observação por 
retroespalhamento é eficaz para observação de nanopartículas formadas por átomos de 
núcleo denso como os metais pesados [69], entre eles, o elemento químico prata (Ag) 
[28]. As nanopartículas podem ser visualizadas como pequenas esferas brancas, conforme 
evidenciado por FESEM (Fig. 12C). Em virtude da elevada capacidade de penetração dos 
feixes de elétrons, e a partir das imagens opacas obtidas das AgNPs interagindo com os 
macrófagos, é possível afirmar que essas nanopartículas estão em processo de 
internalização pela célula, principalmente devido a atenuação da detecção dos elétrons 
retroespalhados. A técnica de espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDX) 
permitiu a confirmação da presença das nanopartículas interagindo com as células (Fig. 
12D). Esses estudos são de crucial importância para confirmar que os efeitos de 
toxicidade observados também são dependentes da interação entre as nanopartículas e as 
células, e não apenas oriundos dos íons originados da decomposição das partículas 
metálicas em meio de cultura. 
A interação das AgNPs presentes na superfície do nanocompósito com a célula é 
mediada pelas folhas de GO. Assim, foi possível notar a maximização do contato entre 
as AgNPs e a membrana plasmática da célula (Fig. 13A e B), além da presença de 
agregados micrométricos de GOAg após a dispersão em meio de cultura (Fig. 13C e Fig. 
9) também pôde contribuir para esse efeito. O espectro EDX permitiu a confirmação da 
presença das nanopartículas interagindo com as células (Fig. 13D). A presença de 
Arsênio, conforme evidenciado no espectro, deve-se ao procedimento de fixação das 






Figura 12. Imagens representativas da interação das AgNPs pristinas com a membrana plasmática 
de macrófagos J774. Imagens de células obtidas por FESEM com detector de elétrons retro espalhados 
(A) células sem exposição aos nanomateriais (20.000x), (B) após 24 h de exposição às AgNPs (10.000x); 
e (C) detalhe da Figura B (40.000x). (D) Espectro EDX confirma a presença de nanopartículas de prata 
interagindo com a membrana plasmática das células. O inset foi obtido por MEV convencional e indica 
o ponto de aquisição do espectro (8.000x). A presença de Arsênio, conforme evidenciado no espectro, 
deve-se ao procedimento de fixação das células com o tampão cacodilato. 
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Para visualização da morfologia dos macrófagos e obtenção de informações 
topográficas da interação das células com o nanocompósito, utilizamos MEV; porém, 
dessa vez foi utilizada uma fina metalização com ouro para preservação das estruturas 
das células (Fig. 14). Não foram constatadas alterações morfológicas dos macrófagos 
após 24 h de exposição a 10 µg mL-1 do nanocompósito GOAg em comparação com a 
células sem exposição aos nanomateriais (Fig. 14A).  
Figura 13. Imagens representativas da interação do nanocompósito GOAg com os macrófagos J774 
após 24 h. (A) Imagens obtidas por FESEM com detector de elétrons retroespalhados, 1.000x e aumento 
digital de 5x. (B) Macrófago internalizando folhas de GOAg (30.000x). (C) Agregados do nanocompósito 
interagindo com os macrófagos (setas vermelhas), imagem obtida por FESEM utilizando um detector de 
campo amplo (3.000x). Espectro EDX confirma a presença do GOAg interagindo com a membrana 
plasmática das células (D). O inset foi obtido por MEV convencional e indica o ponto de aquisição do 
espectro (8.000x). A presença de Arsênio, conforme evidenciado no espectro, deve-se ao procedimento de 




Os macrófagos expostos ao nanocompósito apresentaram um grande número de folhas de 
GOAg interagindo com sua membrana plasmática (Fig. 14B). Nas figuras 14C, D e E é 
possível observar o nanocompósito em processo de internalização pelo macrófago. A 
macropinocitose é um processo governado pela movimentação do citoesqueleto de actina, 
gerando movimentos oscilatórios de expansões da membrana plasmática capazes de 
internalizar grandes quantidades de material extracelular [70] e assim, os nanomateriais 
aderidos à membrana plasmática. Dessa forma, em células fagocíticas, a macropinocitose e a 
fagocitose estão entre os principais mecanismos de internalização de nanomateriais como os 
nanotubos de carbono e grafenos [25, 71]. 
Devido à dimensão lateral do GO (aproximadamente 1 µm) e sua morfologia 
irregular (Fig. 7B e 8A), o processo de internalização celular pode ser dificultado, muitas 
Figura 14. Imagens obtidas por FESEM dos macrófagos J774 interagindo com o nanocompósito 
GOAg. (A) Imagens representativas obtidas por FESEM dos macrófagos J774 com aumento de 10.000x. 
(B) Interação das células com o nanocompósito GOAg com aumento de 7.000x. A área assinalada pode ser 
visualizada com maior aumento em C.  (C) O detalhe apresenta o macrófago internalizando uma folha de 
GOAg (seta amarela) e aumento de 20.000x. (D) Imagem obtida com aumento de 30.000x de um agregado 
de folhas do nanocompósito em processo de internalização pelo macrófago. (E) No detalhe, as 




vezes levando a célula a um processo de internalização frustrada e a morte celular. A 
influência do tamanho, do aspecto irregular, e da topografia desses nanomateriais na 
toxicidade têm sido estuda por diversos autores. Yue et al. e Ma et al. observaram que a 
citotoxicidade e a produção de citocinas inflamatórias pelos macrófagos causada pelo GO 
são dependentes de suas dimensões laterais micrométricas e da íntima interação com a 
membrana plasmática da célula [21, 44]. Schinwald et al. relataram que nanoplateletas de 
grafeno com dimensões laterais micrométricas (diâmetro aproximado de 5 µm) foram 
responsáveis pelo aumento da permeabilidade da membrana de macrófagos THP-1 e pela 
produção de citocinas pró-inflamatórias. Os autores ainda destacaram que a dimensão 
lateral desses nanomateriais pode levar a um evento de fagocitose frustrada, reduzindo 
sua capacidade de degradação e aumentando assim a sua persistência no organismo [42]. 
A fagocitose frustrada se caracteriza pelo processo de internalização de material biológico 
ou não com dimensões superiores a capacidade do macrófago de completar a 
internalização. Neste processo ocorre a mobilização do citoesqueleto das células, 
formação de anéis de actina, recrutamento e fusão de lisossomos com o fagossomo recém-
formado, na tentativa de degradar o material [72]. Ainda tratando dos nanomateriais de 
aspecto irregular e sua citotoxicidade, Schinwald et al. observaram a interação de 
nanofios de prata com macrófagos THP-1 utilizando MEV com detector de elétrons 
retroespalhados. Segundo os autores, nanofios acima de 10 µm não foram completamente 
internalizados pelos macrófagos, levando a um evento de fagocitose frustrada e aumento 
da permeabilidade da membrana plasmática da célula [73]. A partir das microscopias 
eletrônicas de varredura foi possível observar que o nanocompósito pode interagir com o 
macrófago na forma de agregados micrométricos. Conforme observado, os tamanhos dos 
agregados variaram entre 4,7 até 30,6 µm, figuras 14D e 13C respectivamente. Bussy et 
al. observaram que nanomateriais à base de grafeno com tamanhos superiores a 20 µm, 
reduzem a capacidade dos macrófagos de internalizá-los, podendo acarretar em eventos 
de fagocitose frustrada [49]. Assim, existe a possibilidade de que os agregados de GOAg 
possam causar fagocitose frustrada. 
A técnica de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) foi utilizada para 
verificar com precisão a internalização dos nanomateriais pelos macrófagos. O GO 
pristino foi internalizado pelos macrófagos J774 (Fig. 15A e B) conforme evidenciado 
por outros autores [22]. As AgNPs pristinas também foram internalizadas pelas células 
J774 (Fig. 15C e D) porém, forte aglomeração das nanopartículas foi observada nos 
endossomos dos macrófagos. Agregação similar das nanopartículas de prata foi 
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observada nos corpos multilamelares de células dendríticas e em células epiteliais de 
pulmão A549 [74]. Nas imagens obtidas neste trabalho, o tamanho dos aglomerados de 
AgNPs pristinas dentro das células atingiu aproximadamente 100 nm (Fig. 17D), 
indicando que a agregação aumentou o tamanho das nanopartículas em aproximadamente 
8 vezes em comparação as AgNPs pristinas (Fig. 6C). 
 
O nanocompósito GOAg foi internalizado pelos macrófagos J774, conforme 
observado nas imagens dos endossomos contendo o nanomaterial (Fig. 16A – I). As setas 
destacam as AgNPs ancoradas na superfície das folhas de GO contidas nos endossomos. 
Figura 15. Internalização do GO pristino e das AgNPs pristinas por macrófagos J774. (A) Células 
contendo GO pristino internalizado (13.000x); setas vermelhas indicam aglomerados de GO localizados 
próximo ao núcleo (B) (22.000x). (C) e (D) destacam a internalização das AgNPs (10.000x), no detalhe as 




Além disso, as imagens de TEM (Fig. 16G – I) apresentam endossomos/lisossomos de 
macrófagos contendo o nanocompósito GOAg, indicando sua possível degradação. A 
degradação do nanocompósito pode ser o resultado da atividade enzimática, capaz de 
quebrar as ligações carbono-carbono e formar buracos no plano basal do grafeno [75]. 
Estudos in vitro demonstraram a biodegradação efetiva de nanomateriais carbonáceos por 
enzimas derivadas de leucócitos [40, 76-78]. Ainda, nanopartículas metálicas, tais como 
as AgNPs, dissolvem em pH ácido e podem ser rapidamente degradadas após entrarem 
na via endossomal [58]. A partir dos resultados de microscopia eletrônica de transmissão, 
não observamos qualquer sinal de ocorrência de fagocitose frustrada induzida pelos 




Figura 16. Internalização do nanocompósito GOAg pelo macrófago J774. (A) Macrófago em baixa 
magnificação (6.000x). (B) Detalhe do endossomo contendo o GOAg internalizado. (C) Setas vermelhas 
apontam para as AgNPs sobre as folhas de GO. (D), (E) e (F) são imagens amplificadas do GOAg dentro 
do endossomo das células. As setas vermelhas indicam a presença de AgNPs nas folhas de GO. (G) Imagens 
do GOAg internalizado (47.000x). (H) Detalhe do compartimento celular contendo o GOAg internalizado. 
(I) Detalhe das folhas de nanocompósito GOAg internalizado e próximo a borda de um endossomo.  
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A associação das AgNPs pristinas e do nanocompósito GOAg com os macrófagos 
J774, bem como sua internalização, foram determinadas por ICP-MS após 24 e 48 h de 
incubação (Fig. 17). A concentração inicial de prata total no experimento foi a mesma 
para ambos os nanomateriais (1 µg mL-1). A interação entre as AgNPs pristinas com os 
macrófagos foi equivalente a aproximadamente 30% da concentração inicial de prata 
(291,2 e 278,9 µg L-1 de prata após 24 e 48 h, respectivamente). Contudo, quando as 
células foram expostas ao GOAg, o conteúdo de prata foi de apenas 12% (124,0 e 124,2 
µg L-1 de prata após 24 e 48 h, respectivamente). 
 
Não houve variação significativa na concentração de prata associada e 
internalizada pelas células durante as 24 h adicionais de incubação com ambos os 
nanomateriais. No entanto, o nanocompósito GOAg apesar de estar associado a 
membrana plasmática das células (Fig. 13B e 14B), foi pouco internalizado pelos 
macrófagos. Essas descobertas podem ser explicadas pelas características morfológicas 
do nanocompósito. As dimensões laterais e o tamanho das folhas bidimensionais podem 
ter dificultado e reduzido sua entrada nas células, em comparação as AgNPs pristinas que 
são muito menores e possuem morfologia esférica [79, 80]. Além disso, o GO pristino 
pode interagir fortemente com a membrana plasmática [24, 42] e dificultar o processo de 
internalização. 
Figura 17. Concentração de prata associada e internalizada pelos macrófagos J774. Células cultivadas 
em garrafas de cultura e expostas a 1 μg mL-1 de AgNPs pristinas e ao nanocompósito GOAg por 24 e 48 
h. A associação dos nanomateriais com as células foi estimada pela concentração de prata ([Ag+]) utilizando 
ICP-MS. (***) p < 0.001. A [Ag+] foi normalizada pelo número de células. 
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Zhou et al. mostraram que células epiteliais humanas de carcinoma de pulmão 
A549 internalizaram mais prata após a exposição ao nanocompósito GO/Ag, quando 
comparado às nanopartículas de prata pristinas [66]. Em contrapartida, nós observamos 
uma redução da associação e internalização de prata quando os macrófagos foram 
expostos ao nanocompósito GOAg. Esse fato pode ser atribuído a diversas causas, tais 
como, diferentes linhagens celulares utilizadas, características físico-químicas dos 
nanomateriais e principalmente ao fato de testarmos concentrações não tóxicas dos 
nanomateriais para evitar a redução no número de células e consequentemente no nível 
de internalização. 
 
4.4 Estresse Oxidativo 
 Em sequência aos ensaios de citotoxicidade, realizamos ensaios para compreender 
possíveis mecanismos associados a morte dos macrófagos, como por exemplo, o estresse 
oxidativo induzido pela exposição dessas células aos nanomateriais. As células 
naturalmente produzem ROS por meio da cadeia transportadora de elétrons da 
mitocôndria, mas enzimas antioxidantes rapidamente sequestram esses radicais livres 
[81]. Porém, quando ocorrem danos na mitocôndria e em suas funções, tais como redução 
do potencial de membrana e excesso na produção de radicais superóxidos, ocorre o que 
chamamos de estresse oxidativo [82]. Os macrófagos produzem diversas espécies de 
radicais livres em resposta a invasores, tais como parasitas intracelulares [83], vírus [84] 
e outros potenciais estressores como os nanomateriais [85]. Dessa maneira, comparamos 
a capacidade das AgNPs pristinas e do nanocompósito GOAg de induzirem a produção 
de ROS em macrófagos J774 (Fig. 18). Percebendo que esses radicais são frequentemente 
produzidos pelas células durante exposição a estressores, quantificamos a produção de 
ROS (radical superóxido, O2
-) em relação às células não expostas aos nanomateriais, após 
intervalos curtos de tempo (30 e 180 min) e após longos intervalos (24 e 48 h) de 




Não foi observada fluorescência relevante após 30 min de exposição para ambos 
os nanomateriais. Entretanto, após 180 min, o nanocompósito GOAg induziu os 
macrófagos a produzirem ROS significativamente, elevando de maneira dose-dependente 
a fluorescência (Fig. 18). Considerando a exposição após intervalos longos, a 
fluorescência das células expostas ao GOAg aumentou aproximadamente 60 vezes após 
24 h. Por outro lado, a fluorescência relativa dos macrófagos expostos ao GOAg foi 
significativamente reduzida após 48 h, provavelmente devido à redução na produção de 
radicais superóxidos (Fig. 18). As AgNPs pristinas induziram os macrófagos a 
produzirem significativas quantidades de ROS apenas após 48 h, quando a fluorescência 
dos macrófagos dobrou após exposição a 2,5 e 5 µg mL-1 (100% em relação ao controle 
negativo). 
Figura 18. Produção de espécies reativas de oxigênio após exposição de macrófagos J774 aos 
nanomateriais. Porcentagem de fluorescência relativa ao controle (células sem a presença de 
nanomateriais, 0 µg mL-1) após a exposição de curta duração, 30 e 180 min, e após exposição de longa 
duração, 24 e 48 h.  
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 A fluorescência das células expostas ao GO pristino não pôde ser determinada. 
Foram obtidos valores negativos de fluorescência relativa após exposição dos macrófagos 
ao GO pristino em concentrações até 50 µg mL-1 (dados não mostrados), possivelmente 
devido a mitigação da absorbância [26]. Embora não tenhamos determinado a produção 
de ROS induzida pelo GO apenas, esse nanomaterial também pode contribuir para a 
geração de estresse oxidativo. Qu et al. observaram a geração de ROS em macrófagos 
J774A e RAW 264.7 após exposição ao GO [45]. Os autores reportaram que a 
fluorescência de ambas as células aumentou progressivamente e de maneira dose-
dependente. Nesse caso, as células produziram uma fluorescência aproximadamente 1,8 
vezes maior que o controle após 10 min de exposição a 10 µg mL-1 de GO. 
 Dessa forma, as AgNPs pristinas e o nanocompósito GOAg induziram de forma 
dose- e tempo-dependente a produção de ROS em macrófagos; o nanocompósito também 
foi capaz de induzir estresse oxidativo mais rapidamente que as AgNPs pristinas. Os 
efeitos biológicos de nanopartículas metálicas, tais como estresse oxidativo, podem ser 
atribuídos ao efeito “cavalo de Tróia”, um fenômeno observado quando nanopartículas 
estão sujeitas às vias metabólicas de digestão intracelular, provocando a liberação de íons 
metálicos que induzem a produção de ROS entre outros efeitos tóxicos [86-88]. 
 Recentemente, Gurunathan et al. reportaram que o efeito da toxicidade sinérgica 
do nanocompósito óxido de grafeno reduzido/funcionalizado com nanopartículas de prata 
para células epiteliais de carcinoma ovariano A2780 está relacionada ao estresse da 
membrana e ao estresse oxidativo [89]. No presente estudo, e de acordo com os dados de 
viabilidade (Fig. 10), concentrações tóxicas de GOAg induziram maior produção de ROS 
do que as AgNPs pristinas, isso pôde ser atribuído ao efeito cooperativo entre as AgNPs 
e o GO do nanocompósito. 
 
4.5 Peroxidação lipídica, despolarização mitocondrial e apoptose 
A exposição da célula aos nanomateriais e o estresse oxidativo gerado, podem 
acarretar na despolarização da mitocôndria, evento esse, caracterizado pela 
permeabilidade da membrana dessa organela e redução do potencial de membrana 
mitocondrial. A perda de integridade das mitocôndrias e a consequente liberação de 
citocromo C no citoplasma são capazes de ativar uma família de caspases responsáveis 
por desencadear o processo de apoptose [90]. A Figura 19A apresenta resultados da 
despolarização mitocondrial em macrófagos submetidos a concentrações dos 
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nanomateriais pristinos, GO e AgNPs, e ao nanocompósito GOAg após 24 h de 
exposição. Na maior concentração, tanto as AgNPs pristinas como o nanocompósito 
GOAg induziram aproximadamente 30% de despolarização mitocondrial em relação às 
mitocôndrias de macrófagos não expostos. 
Por sua vez, a apoptose consiste em um evento de morte celular programada 
caracterizada por diversas alterações morfológicas, bioquímicas e moleculares. Células 
em apoptose apresentam tamanho reduzido, colapso do citoesqueleto e do envelope 
nuclear, além de fragmentação e condensação da cromatina. A superfície de células em 
apoptose apresenta “bolhas” formando os corpos apoptóticos. Assim, durante a apoptose, 
a superfície química das células também é alterada, pois ocorre a inversão dos 
fosfolipídios da membrana plasmática, expondo a fosfatidilserina. Esse fenômeno é 
decorrente da ação de uma enzima denominada Scramblase que está localizada na 
membrana plasmática [91, 92]. O fosfolipídio fosfatidilserina atua como um marcador de 
morte celular que permite a identificação pelos macrófagos de células em processo de 
morte.  
A apoptose recente pode ser identificada por marcadores específicos como a 
Anexina V, capaz de se ligar ao fosfolipídio fosfatidilserina presente na superfície de 
células no estágio de apoptose recente. A apoptose tardia é um evento subsequente, e é 
caracterizada tanto pela exposição da fosfatidilserina, como pela permeação da membrana 
plasmática, evidenciada pela marcação com Iodeto de Propídio; um composto 
fluorescente intercalante de DNA [93]. A morte celular por necrose não induz a ativação 
de caspases e a fragmentação do DNA, porém induz a produção de necrostatinas, ruptura 
completa da membrana plasmática e liberação do seu conteúdo para o meio extracelular, 
levando a morte prematura das células A necrose pode ser ocasionada por estímulos 
externos, como ativação de receptores do tipo TNF (fator de necrose tumoral), por 
infecção por patógenos intracelulares ou por resultado de traumas [94]. O estado das 
células necróticas é muito similar às células em um estágio tardio de apoptose, não sendo 
assim possível fazer a distinção pelo método empregado. 
A apoptose dos macrófagos J774 expostos aos nanomateriais ocorreu de forma 
dose-dependente (Fig. 19A). As AgNPs pristinas induziram eventos de apoptose recente 
em pelo menos 18,8% das células na concentração de 25 μg mL-1 após 24 h. Enquanto 
que, os eventos de apoptose tardia/necrose foram observados em 38% das células na 
maior concentração (25 μg mL-1) após 24 h (Fig. 19A). O GO pristino induziu apoptose 
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recente em pelo menos 33,9% das células na concentração de 25 μg mL-1 e apoptose 
tardia/necrose em 8,7% na mesma concentração após 24 h (Fig. 19). De acordo com o 
ensaio de viabilidade Trypan Blue (Fig. 10A), 33,9 ± 5,6% dos macrófagos apresentaram 
alteração da permeabilidade da membrana plasmática após exposição a 25 μg mL-1 de 
GO pristino por um período de 24 h. A Camptotecina é um fármaco antitumoral e foi 
utilizado como controle positivo dos eventos de apoptose. Macrófagos expostos a 20 µM 
do fármaco por 24 h apresentaram 39% de apoptose recente e 2,5% de apoptose 
tardia/necrose. 
 O nanocompósito GOAg também induziu eventos de apoptose dose-dependentes. 
Apoptose recente ocorreu em pelo menos 25,1% das células na concentração de 25 μg 
mL-1, enquanto que a apoptose tardia/necrose ocorreu em 29,6%, na mesma concentração 
após 24 h (Fig. 19A). Dessa maneira é possível afirmar que o nanocompósito GOAg, na 
maior concentração, induziu a morte celular de 54,7% dos macrófagos e as AgNPs 
pristinas induziram 56,8%, sendo que as AgNPs induziram apoptose tardia/necrose 
superior a observada para o nanocompósito. O GO pristino (25 μg mL-1) induziu mais 
eventos de apoptose recente do que eventos de apoptose tardia/necrose no mesmo 
período. Conforme discutido anteriormente, o GO pristino apresentou efeitos de 
toxicidade tardios quando comparado ao nanocompósito GOAg e as AgNPs pristinas. Os 
nanomateriais AgNP e GOAg, nas concentrações de 5 e 10 µg mL-1 apresentaram a 
mesma tendência de morte celular, com porcentagem de apoptose tardia/necrose 






Figura 19. Avaliação da despolarização mitocondrial, apoptose e peroxidação lipídica em macrófagos 
J774. (A) Porcentagem de células que apresentaram apoptose recente (barras pretas), apoptose tardia 
(barras azuis) e despolarização mitocondrial (prisma vermelho) após 24 h de exposição às AgNPs pristinas, 
GO pristino, nanocompósito GOAg e Camptotecina (20 µM). (B) Peroxidação lipídica tempo-dependente 
induzida pelos nanomateriais pristinos e pelo nanocompósito. (C) Imagens obtidas em high-content micro 
confocal dos estágios de peroxidação lipídica em macrófagos J774 expostos aos nanomateriais. A transição 
de cores dos citoplasmas do vermelho para o amarelo e para o verde representam os lipídeos celulares não 
oxidados, parcialmente oxidados e completamente oxidados, respectivamente. As flechas brancas destacam 
os endossomos dos macrófagos não danificados (avermelhados) e danificados (verde).  
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Análises semelhantes foram publicadas recentemente na literatura. Por exemplo, 
Li et al. não observaram apoptose recente significativa em macrófagos RAW 264.7 após 
24 h de exposição ao grafeno (20 μg mL-1), mas o mesmo nanomaterial induziu apoptose 
tardia/necrose em aproximadamente 20% das células [94]. Qu et al. também não 
observaram apoptose recente significante em macrófagos J774A.1 e RAW 264.7 após 24 
h de exposição ao GO (40 μg mL-1), contudo, observaram 40% de necrose para ambas as 
linhagens [45]. Russier et al. observaram 60% de apoptose tardia em macrófagos 
peritoneais obtidos de camundongos C57BL/6 após 24 h de exposição ao GO (1 μg mL-
1) [24]. Luo et al. observaram para esse mesmo modelo que após 24 h de exposição ao 
GO (200 nm), 16,8% das células apresentaram apoptose recente e 23,1% apoptose tardia 
[90]. 
Para AgNP-PVP (cobertura de polivinilpirrolidona) com tamanho aproximado de 
69 nm, foi observada predominância de necrose em macrófagos THP-1 em concentrações 
acima de 2,5 μg mL-1 [95]. Wang et al. observaram aproximadamente 30% de apoptose 
recente em monócitos THP-1 após 24 h de exposição à 20 μg mL-1 de AgNPs (20 ± 3,1 
nm) [36]. Esse resultado é similar ao obtido para os macrófagos murinos J774 utilizados 
nesse estudo, pois após 24 h de exposição a 10 e 25 μg mL-1, as AgNPs pristina induziram 
apoptose recente em 17,3 e 18,8% das células respectivamente. 
Informação sobre a morte celular por apoptose induzida pela exposição a 
nanocompósitos de óxido de grafeno e nanopartículas de prata são escassos na literatura. 
No entanto, Gurunathan et al. observaram pelo método de TUNEL um aumento do 
número de células de câncer de ovário A2780 que sofreram apoptose após 24 h de 
exposição ao nanocompósito rGOAg em comparação aos nanomateriais pristinos [89]. 
Thapa et al. observaram que o nanocompósito GO/AgNPs induziu 27,2% de apoptose 
recente em células de câncer de mama MCF-7 e de 23,5% em células de hepatocarcinoma 
HepG2 após 24 h de exposição [96]. Assim, de acordo com o relatado na literatura e com 
os resultados apresentados, é possível sugerir que a toxicidade induzida pelos 
nanomateriais para as mitocôndrias levam a célula a um estado de estresse oxidativo e 
consequente apoptose [97, 98]. Contudo, outros fatores também podem contribuir para 
esses eventos, tal como a fagocitose frustrada e a peroxidação lipídica. 
A peroxidação lipídica é um processo de degradação de fosfolipídios, 
particularmente dos ácidos graxos insaturados, desencadeado por ROS (ex., OH· e O2
-). 
Como resultado desse processo oxidativo, são gerados hidroperóxidos de lipídios com 
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alta afinidade por outros componentes celulares e da matriz extracelular. Esses produtos 
podem se acumular nas células, e o excesso de ligações entre estes e proteínas 
intracelulares e da matriz leva a alterações de funções celulares e da membrana 
plasmática. A peroxidação lipídica, por ser um evento em cascata originado do estresse 
oxidativo, está associada ao desenvolvimento e progressão de doenças crônicas como 
artrite, artrose e aterosclerose [99]. Dessa forma, como os nanomateriais podem ser 
potentes indutores do estresse oxidativo é importante estudar o seu efeito sobre os lipídios 
celulares. Para isso, utilizamos uma sonda fluorescente intracelular (BODIPY®, 
Molecular Probes) análoga a um ácido graxo e capaz de se localizar entre as estruturas 
membranosas dos macrófagos. A oxidação da sonda por radicais oxidativos leva a uma 
mudança da fluorescência do vermelho (~590 nm) para o verde (~510), sendo esse um 
indicativo do nível de peroxidação lipídica. Nesse estudo, observamos que tanto os 
nanomateriais pristinos quanto o nanocompósito apresentaram uma peroxidação lipídica 
dose- e tempo-dependentes (Fig. 19B). As AgNPs pristinas, na concentração de 10 e 25 
µg mL-1, induziram peroxidação lipídica de 181,8% e 131,8% respectivamente e em 
relação as células não expostas aos nanomateriais (controle negativo) após 24 h de 
exposição. O GO pristino, na concentração de 10 e 25 µg mL-1, induziu uma peroxidação 
lipídica de 313,6% e 309,1% respectivamente, e em relação as células não expostas. Por 
sua vez, o nanocompósito GOAg, na concentração de 10 e 25 µg mL-1, induziu uma 
peroxidação lipídica em relação as células não expostas, de 181,8% e 781,8% 
respectivamente, após 24 h de exposição. O controle positivo (Hidroperóxido de 
Cumeno) induziu uma peroxidação lipídica de 304,5% em relação ao controle negativo, 
após 1 h de exposição. A Figura 19C mostra imagens obtidas por microscopia confocal 
high throughput dos macrófagos J774 após exposição aos nanomateriais, com destaque 
para as estruturas lipídicas danificadas pelo processo oxidativo. 
Alguns autores relatam que o dano causado por nanomateriais de grafeno para as 
membranas de bactérias é resultado da peroxidação lipídica induzida pelo nanomaterial 
[100, 101]. Li e demais autores destacaram que radicais de carbono presentes nas 
extremidades do GO, quando em contato com as membranas de bactérias [102], ou 
mesmo de macrófagos [103], são potentes indutores de peroxidação lipídica. Em virtude 
do elevado estresse oxidativo causado pelo nanocompósito para os macrófagos (Fig. 18), 
é possível que a peroxidação lipídica observada (Fig. 19B) seja resultado tanto da 
interação dos radicais de carbono presentes no GO com as membranas lipídicas das 
células, quanto do efeito “cavalo de Tróia” [86], responsável pelo estresse oxidativo 
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induzido pelas AgNPs. Em adição a isso, a peroxidação lipídica pode levar a 
desestabilização dos lipídios de organelas como os lisossomos, causando assim a 
liberação do seu conteúdo para o citoplasma levando a célula a morte celular por apoptose 
[104]. 
 
4.6 Produção de citocinas pelos macrófagos de linhagem e primários 
  O desenvolvimento de nanomateriais seguros para aplicação em nanomedicina 
implica no conhecimento de outros efeitos além da toxicidade, tal como o potencial 
inflamatório desses nanomateriais. Com relação ao nanocompósito GOAg, apesar de sua 
elevada atividade antibacteriana, e seu potencial uso em nanomedicina, pouco se sabe 
sobre o seu potencial inflamatório. É importante destacar que o processo inflamatório 
compreende uma cascata de eventos e pode ser desencadeado pela interação de patógenos 
ou produtos de patógenos com receptores específicos localizados na membrana 
plasmática de macrófagos e células dendríticas, ativando assim as vias inflamatórias, esse 
processo também pode ser desencadeado pela internalização de substâncias tóxicas ou 
mesmo por danos aos tecidos e morte celular por necrose [38]. Esses eventos são 
responsáveis pela liberação de citocinas in situ ou na corrente sanguínea. Essas proteínas, 
são reconhecidas por diversas células do sistema imune, como os macrófagos, as células 
dendríticas, as células “Natural Killer”, os linfócitos e os neutrófilos, que acabam por 
serem recrutados e migram para o local da inflamação na tentativa de neutralização dos 
patógenos e reparo dos tecidos danificados [105].  
As citocinas IL-1β, TNF-α e IL-6 são produzidas por macrófagos residentes em 
tecidos, células dendríticas e algumas células endoteliais e epiteliais em reposta aos 
estímulos inflamatórios. Essas citocinas podem ter tanto ação parácrina, como endócrina, 
e atuar na indução da inflamação, ativando outros macrófagos e estimulando a produção 
de ROS e óxido nítrico (NO), inibindo vias de replicação viral e promovendo a resposta 
de linfócitos T [38]. A citocina TNF-α está relacionada às inflamações agudas, e é 
produzida em reposta a estímulos de receptores celulares associados a patógenos [56] e a 
receptores associados ao estresse celular. A produção de IL-1β também está relacionada 
à inflamação aguda, e está associada a estímulos de receptores celulares do tipo TLR e 
receptores intracelulares do tipo NOD, capazes de reconhecer estímulos citoplasmáticos, 
como danos a organelas, estresse celular causado por produtos bacterianos, ROS, ou 
mesmo estruturas cristalinas de origem endógena ou exógena [106, 107].  
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A citocina IL-10 apresenta um perfil reparador e regulador, sendo assim, capaz de 
inibir a produção de várias citocinas inflamatórias e inibir a ativação de macrófagos [108, 
109]. Pouco se sabe quais nanomateriais são capazes de induzir ou inibir processos 
inflamatórios e quais os mecanismos atrelados a esses processos. A Tabela 3 traz um 
compilado de informações sobre o potencial inflamatório de nanomateriais de carbono e 
de nanopartículas metálicas, onde os autores utilizaram de modelos in vitro, ex vivo e in 





























Tabela 3. Potencial inflamatório de nanomateriais determinado por diferentes modelos 
in vitro e ex vivo. 




Nanomateriais de carbono 
Grafeno 
hidrofóbico 
75 µg mL-1 PBMC 
IL - 8 
IL - 1β 
IL - 6 







Grafeno hidrofílico 75 µg mL-1 PBMC 
IL - 8 
IL - 1β 
IL - 6 





Grafeno 20 µg mL-1 
MØ RAW 
264.7 
TNF - α 








TNF - α 
IL - 6 
















5 µg cm-2 THP - 1 
IL - 8 
IL - 1β 
40000 
400 
Óxido de grafeno 100 µg mL-1 
MØ RAW 
264.7 
IL - 10 
TNF - α 





Óxido de grafeno 
(350 nm) 
6 µg mL-1 
MØ primário 
C57BL/6 
TNF - α 
INF - γ 
IL - 6 







Óxido de grafeno  
(2 µm) 
6 µg mL-1 
MØ primário 
C57BL/6 
TNF - α 
INF - γ 
IL - 6 





Óxido de grafeno 
(~1 µm) 
1 - 100 µg 
mL-1 
PBMC 
TNF - α 
IL - 1β 







TNF - α 
IL - 1β 




Óxido de grafeno 40 µg mL-1 J774A.1 TNF - α 500 ELISA [45] 
Óxido de grafeno 25 µg mL-1 
PBMC 
TNF - α 
IL - 1β 





Óxido de grafeno - 
PVP 
25 µg mL-1 
TNF - α 
IL - 1β 




Óxido de grafeno 
(50 - 350 nm) 
20 µg mL-1 
J774A.1 
TNF - α 




Óxido de grafeno 
(750 - 1,3 µm) 
20 µg mL-1 
TNF - α 
IL - 6 
~35 
~7,5 
Óxido de grafeno 





TNF - α 
IL - 6 
~6 
~40 
Óxido de grafeno 
(750 - 1,3 µm) 
~100 µg 
TNF - α 









Nanomateriais de carbono 
Nanotubos de 
carbono 
40 µg/ animal 
BALF 
C57BL/6 
TNF - α 
IL - 6 
~180 ND [102] 
Nanotubos de 
carbono 




IL - 1β 200 ELISA [113] 
Nanotubos de 
carbono oxidados 
(L = 10 - 20 nm) 
(d = 10 - 30 µm) 
50 µg mL-1  
+ 5% 
surfactante 






IL - 1β - 
Nanopartículas de 
carbono 
100 µg mL-1 
MØ RAW 
264.7 
TNF - α 




Nanopartículas metálicas  
AgNP - Citrato 
(20 nm) 
25 µg mL-1 
MØ RAW 
264.7 
TNF - α 350 
ELISA [115] 
AgNP - PVP 
(20 nm) 
25 µg mL-1 TNF - α - 
AgNP - Citrato 
(20 nm) 




TNF - α 












IL - 1β 
IL - 6 







IL - 1β 
IL - 6 






100 µg mL-1  THP - 1 
TNF - α 
IL - 1β 











IL - 10 < 20 ELISA [117] 
Nanopartículas de 
ouro - Citrato 
3,2 µg mL-1 
THP - 1 
TNF - α 
IL - 1β 






ouro - Quitosana 
(0,1%) 
2,5 µg mL-1 
TNF - α 
IL - 1β 




[Nano], concentração dos nanomateriais. (Ref.), Referência. (ND), não determinado. (-), não significante em relação 
ao controle. (+), significante, porém sem concentração informada. (PBMC), células mononucleares de sangue 




4.7 Produção de citocinas pelos macrófagos da linhagem J774 após exposição aos 
nanomateriais 
Para avaliar se os nanomateriais pristinos GO e AgNP, bem como o 
nanocompósito GOAg foram capazes de induzir os macrófagos J774 a produzirem e 
secretarem as citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α e anti-inflamatória IL-10, foram 
utilizados microbeads funcionalizados com anticorpos específicos para as proteínas de 
interesse (Enhanced Sensitivity CBA), e a quantificação foi realizada por citometria de 
fluxo. Nenhum dos nanomateriais, nas concentrações estudadas, foi capaz de induzir os 
macrófagos J774 a produzirem concentrações significativas de IL-1β e TNF-α após 48 h 
de exposição (Fig. 20). Cabe ressaltar que o limite inferior de quantificação do método 
utilizado é 0,274 pg mL-1. Neste estudo, também avaliamos se o GO foi capaz de interferir 
na interação entre a citocina de interesse e as microbeads, prejudicando assim a 
quantificação dessas proteínas. Para isso incubamos o GO (25 µg mL-1) com 
concentrações conhecidas das citocinas padrão (TNF-α, IL-1β e IL-10) ou seja, das 
citocinas encaminhadas pelo fornecedor para produção das curvas padrão. Não ocorreram 
diferenças significativas na determinação da concentração das citocinas na presença do 
GO (Fig. S5). 
O lipopolissacarídeo de Escherichia coli (LPS) foi um controle positivo efetivo, 
sendo capaz de ativar os macrófagos J774 e induzir a produção de IL-1β e TNF-α (Fig. 
20). De acordo com a literatura, quatro fatores estão associados à produção de citocinas 
pró-inflamatórias por macrófagos após exposição aos nanomateriais: a) as nanoestruturas 
podem estar contaminadas por endotoxinas, ou seja, pequenas moléculas hidrofóbicas de 
origem bacteriana, como por exemplo o LPS, [119, 120]; b) os nanomateriais podem 
ativar receptores celulares responsáveis por desencadear a produção das citocinas, como 
os receptores do tipo “Toll”, (ex.: TLR-4 e TLR-2) e receptores como o CD14 [28, 45, 
120]; c) nanomateriais, dependendo de sua composição, de suas dimensões, ou de sua 
morfologia irregular, são capazes de induzir os macrófagos a um processo de fagocitose 
frustrada e estresse oxidativo, levando a inflamação [50]; d) de forma indireta, a morte de 
um grande número de células por necrose, resultante da exposição aos nanomateriais, 
também é capaz de induzir os macrófagos a produzirem tais citocinas [121]. Em virtude 
dos resultados obtidos na quantificação das citocinas pró-inflamatórias, nenhum dos 




Em relação à citocina IL-10 presente no sobrenadante dos macrófagos J774, sua 
concentração foi reduzida significativamente em função do aumento da concentração das 
AgNPs pristinas (5, 10 e 25 µg mL-1) (Fig. 20). Entretanto, após a exposição ao GO 
pristino e ao nanocompósito GOAg, apenas as maiores concentrações (25 µg mL-1) 
reduziram de forma significativa a concentração de IL-10 (Fig. 20). Nanopartículas de 
óxido de ferro também reduziram de forma dose-dependente a produção de IL-10 por 
macrófagos obtidos de medula óssea (Tabela 3) [117]. Provavelmente, a morte celular e 
o consumo da citocina pelas células sobreviventes foram fatores responsáveis pela 
redução da concentração de IL-10 no sobrenadante da cultura. 
Figura 20. Determinação das citocinas pró e anti-inflamatórias produzidas pelos macrófagos J774. 
(A) Quantificação de citocinas após 48 h de exposição às AgNPs pristinas, (B) ao GO e ao nanocompósito 
GOAg. Controle negativo (barra negra), controle positivo lipopolissacarídeo de E. coli (LPS) (barra 
vermelha), e GO = 25 µg mL-1 (barra azul). (*) Diferença significativa em relação ao controle negativo 





4.8 Produção de citocinas pelos macrófagos peritoneais após exposição aos 
nanomateriais 
O interferon gama (IFN-γ) é a principal citocina responsável pela ativação dos 
macrófagos, tendo um papel crucial na destruição de microrganismos fagocitados. Dentre 
as células produtoras de IFN-γ, estão os linfócitos “T helper”, linfócitos T citotóxicos e 
células “Natural Killer”. A ação dessa citocina sobre os macrófagos e a estimulação de 
receptores do tipo “Toll” (ex.: TLR-4 e TLR-2), é denominada ativação clássica [38, 108]. 
Essa ativação é responsável pela mudança do fenótipo dos macrófagos (fenótipo 
denominado M1) que leva a uma expressão aumentada de receptores do complexo 
principal de histocompatibilidade (MHC), aumento da apresentação de antígenos, da 
capacidade de fagocitose, e da produção de enzimas lisossomais e citoplasmáticas, como 
a óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Fig. 21). 
Figura 21. Vias de ativação clássica dos macrófagos. Tanto os produtos de patógenos (ex.; o LPS), como 
a citocina IFN-γ possuem um papel fundamental na ativação clássica dos macrófagos para destruição de 




Dessa maneira, avaliamos se a estimulação de macrófagos peritoneais com IFN-γ 
seguida pela exposição aos nanomateriais, foram capazes de induzir as células a produzir 
citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-1β) e anti-inflamatórias (IL-10) (Fig. 22A–D). 
Para os macrófagos sem estímulo com IFN-γ, as AgNPs pristinas nas concentrações de 1 
e 25 µg mL-1 induziram uma produção significativa de TNF-α de 11,9 e 8,1 pg mL-1 
respectivamente, e em comparação ao controle negativo (2,9 pg mL-1) (Fig. 22A). 
Diferente do observado para os macrófagos J774, onde as AgNPs pristinas não induziram 
produção significativa de TNF-α e IL-1β (Fig. 20A). Porém, essa produção foi 
aproximadamente 40 vezes menor quando as células foram estimuladas com um ativador 




A produção de IL-1β foi significativa em relação ao controle negativo apenas na 
concentração de 1 µg mL-1 de AgNPs pristinas (0,69 pg mL-1) (Fig. 22B). No entanto, o 
estímulo com LPS induziu os macrófagos peritoneais a produzirem 1,2 pg mL-1 de IL-1β 
(Fig. 22B). O nanocompósito GOAg não induziu os macrófagos a produzirem de forma 
significativa as citocinas TNF-α e IL-1β em nenhuma das concentrações testadas (Fig. 
22C e D). Em relação à citocina IL-10, os macrófagos peritoneais não produziram 
concentrações detectáveis desta citocina em nenhuma das concentrações testadas (valores 
obtidos inferiores a 0,274 pg mL-1).  
Após o estímulo dos macrófagos com IFN-γ e após 48 h de exposição às AgNPs 
pristinas, não houve produção significativa de TNF-α em relação ao controle negativo 
(23,4 pg mL-1) (Fig. 22E). Além disso, as células não expostas aos nanomateriais 
Figura 22. Determinação das citocinas pró-inflamatórias produzidas pelos macrófagos peritoneais. 
Quantificação das citocinas TNF-α e IL-1β após exposição às AgNPs pristinas (A e B) e ao nanocompósito 
GOAg (C e D) por 48 h. Quantificação das citocinas TNF-α e IL-1β após exposição as AgNPs pristinas (E 
e F), ao GO, e ao nanocompósito GOAg (G e H) por 48 h. Controle negativo (barra negra), controle positivo 
lipopolissacarídeo de E. coli (LPS) (barra vermelha), e GO (barra azul, 25 µg mL-1). (*) Diferença 
significativa em relação ao controle negativo (Ctrl), P < 0.05.  
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estimuladas com IFN-γ (controle negativo) (Fig. 22E), produziram TNF-α 
aproximadamente 10 vezes maior que as células sem o estímulo (Fig. 22A). Da mesma 
forma, células estimuladas com LPS produziram 697 pg mL-1 da mesma citocina (Fig. 
22E), sendo esse valor aproximadamente duas vezes maior que o observado paras as 
células não estimuladas (Fig. 22A), confirmando assim, a ativação clássica dos 
macrófagos peritoneais pelo IFN-γ.  
Com relação à produção de IL-1β, as AgNPs pristinas não induziram uma 
produção significativa desta citocina (Fig. 22F), sendo que os valores obtidos estiveram 
muito próximos do limite inferior de quantificação do método (0,274 pg mL-1). Os 
macrófagos não expostos aos nanomateriais que foram previamente estimulados com 
IFN-γ e posteriormente com LPS, produziram 2,2 pg mL-1 de IL-1β (Fig. 22F).  
Para o nanocompósito GOAg, a estimulação dos macrófagos por IFN-γ e a 
subsequente exposição ao nanomaterial, não induziram as células a produzirem 
quantidades significativas de TNF-α e IL-1β nas concentrações estudadas (Fig. 22G e H). 
Da mesma forma que fora observado para os macrófagos não estimulados, as células 
estimuladas com IFN-γ não produziram concentrações detectáveis de IL-10 em nenhuma 
das concentrações testadas, sendo os valores obtidos, inferiores a 0,274 pg mL-1. De forma 
geral, a ativação dos macrófagos peritoneais por IFN-γ não contribui para que os 
nanomateriais estudados induzissem as células a produzirem quantidades significativas 
de citocinas pró e anti-inflamatórias. Conforme os resultados apresentados na Tabela 3, 
o Grafeno [28], as nanoplateletas de grafeno [42], e o GO [45, 112] foram capazes de 
induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias de forma significativa apenas em 
concentrações acima de 20 µg mL-1. O GO na concentração de 6 µg mL-1 também foi 
capaz de induzir macrófagos primários a produzir citocinas pró-inflamatórias, contudo a 
dimensão lateral do nanomaterial testado foi de 2 µm [21] (Tabela 3). De acordo com 
Bussy et al., a inflamação causada por nanomateriais à base de grafeno está diretamente 
relacionada com sua dimensão lateral, sendo que tamanhos maiores que 20 µm, reduzem 
a capacidade dos macrófagos de internalizar esses nanomateriais e acarretam em eventos 
de fagocitose frustrada e estresse celular [50]. O autor também destaca que o 
empilhamento das folhas de grafeno, quando em dispersão, contribui para a formação de 
agregados com dimensões superiores a 20 µm, e esses por sua vez reduzem a capacidade 
das células de internalizá-los e degradá-los.  
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Em relação às nanopartículas metálicas, Shannahan et al. observaram que AgNPs 
estabilizadas por citrato, semelhantes às usadas neste trabalho; induziram macrófagos 
RAW 264.7 a produzir 350 pg mL-1 de TNF-α após exposição a concentrações de 25 µg 
mL-1 [115] (Tabela 3). Contudo, o mesmo autor observou que as nanopartículas 
estabilizadas por PVP não induziram a produção desta citocina. Nanopartículas de óxido 
de alumínio, na concentração de 100 µg mL-1 induziram macrófagos humanos THP-1 a 
produzir até 20000 pg mL-1 de IL-1β e aproximadamente 500 pg mL-1 de IL-6 [47] e 
nanopartículas de ouro na concentração de 2,5 µg mL-1 também apresentaram elevado 
potencial inflamatório [118] (Tabela 3). 
4.9 Citotoxicidade dos nanomateriais após ativação clássica dos macrófagos com 
IFN-γ e LPS 
Devido ao fato de o nanocompósito GOAg possuir atividade bactericida muito 
eficaz [19-20], é de grande importância verificar sua toxicidade para os macrófagos 
ativados classicamente e comparar com a toxicidade para os macrófagos não estimulados. 
Além disso, conforme mencionado por Herd et al. [48] e MacParland et al. [49], o 
espectro fenotípico dos macrófagos é crucial para o possível destino dos nanomateriais 
no organismo. Esse objetivo pôde ser alcançado mimetizando uma condição realística 
encontrada em pacientes com quadro de inflamação ou infecção causado por bactérias. 
Para isso, utilizamos macrófagos murinos peritoneais estimulados com IFN-γ e LPS. Para 
posterior comparação, realizamos os ensaios com os macrófagos não estimulados. A 
toxicidade foi determinada a partir do número de células que apresentaram permeação da 
membrana plasmática (PI+) em relação ao total de células (Hoechst+), após 24 h de 
incubação com dispersões dos nanomateriais pristinos GO e AgNP, e do nanocompósito 
GOAg (Fig. 23). 
A partir dos dados obtidos, foi possível concluir que a ativação prévia dos 
macrófagos peritoneais com IFN-γ e LPS não modificou a toxicidade dos nanomateriais 




4.10 Produção de espécies reativas de nitrogênio (NOx) pelos macrófagos ativados 
classicamente e expostos ao nanocompósito 
 Os macrófagos produzem espécies reativas de nitrogênio, especialmente o óxido 
nítrico (NO), após produtos microbianos ativarem receptores do tipo TLR localizados na 
membrana plasmática dessas células. Essa produção é maximizada quando esse estímulo 
ocorre em combinação com a citocina IFN-γ, conforme mencionado anteriormente. Em 
decorrência desses estímulos, a produção de NO é catalisada pela enzima iNOS, 
convertendo arginina em citrulina, e liberando NO gasoso. A combinação do NO com o 
peróxido de hidrogênio (H2O2) e os radicais superóxido (O2
-) produzidos pelo respiratory 
burst de macrófagos estimulados, produz um radical altamente reativo denominado 
peroxinitrito (ONOO-) capaz de destruir os patógenos fagocitados localizados no interior 
de fagolisossomos dos macrófagos [38]. Contudo pouco se sabe sobre a influência dos 
nanomateriais na produção de espécies reativas de nitrogênio pelos macrófagos, como 
por exemplo, o NO. Em virtude de o GOAg ser um potente agente antimicrobiano, 
avaliamos se concentrações sub-letais desse nanomaterial são capazes de influenciar a 
produção de NO pelos macrófagos (Figura 24). Para isso, os macrófagos peritoneais 
foram submetidos às seguintes condições a) não foram expostos ao nanocompósito GOAg 
e não receberam estímulo prévio para sua ativação (controle negativo), b) foram 
previamente estimulados com IFN-γ e LPS apenas (controle positivo), c) foram expostos 
a 0,5 µg mL-1 do nanocompósito GOAg apenas e por último, d) foram previamente 
Figura 23. Citotoxicidade dos nanomateriais para os macrófagos peritoneais com ativação 
por IFN-γ e LPS. MØ peritoneais obtidos de camundongos BALB/c, estimulados ou não com LPS (100 
ng mL-1) e IFN-γ (250 U mL-1) por 12 h, e posteriormente expostos aos nanomateriais. A porcentagem de 
MØ viáveis foi mensurada por high content imaging® utilizando Hoechst e PI. (*) Diferença significativa 
entre os MØ estimulados e não estimulados nas respectivas concentrações (P < 0.05). 
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estimulados com IFN-γ e LPS e posteriormente foram expostos a mesma concentração 
de GOAg. Os macrófagos foram submetidos às condições mencionadas acima por 6, 8 e 
24 h. 
 
Ocorreu aumento significativo na produção de NO pelos macrófagos peritoneais 
estimulados com IFN-γ e LPS, após 6 h de incubação com o nanocompósito GOAg. Não 
foram observadas diferenças significativas na produção de NO entre os macrófagos 
estimulados após 8 e 24 h, independente da exposição ao nanocompósito. Diferenças 
significativas em relação ao controle negativo foram observadas após 24 h de exposição, 
e apenas quando os macrófagos foram previamente estimulados com IFN-γ e LPS, 
independentemente da presença do nanocompósito GOAg. É importante ressaltar que no 
período de avaliação de 6 até 24 h ocorreu um aumento progressivo significativo da 
produção de NO pelos macrófagos previamente estimulados com IFN-γ e LPS, 
confirmando assim o sucesso na ativação das células. O GOAg em concentrações sub-
Figura 24. Quantificação de nitrito (NO2-) em sobrenadantes de macrófagos peritoneais. MØ sem 
exposição ao GOAg e sem estímulo prévio (barra negra). MØ incubados por 24 h com o nanocompósito 
GOAg (0,5 µg mL-1) (barra cinza). MØ previamente estimulados com LPS (100 ng mL-1) e IFN-γ (250 U 
mL-1) (barra vermelha). MØ previamente estimulados e incubados com o nanocompósito (barra azul). (*) 











letais, não interferiu na produção de NO pelos macrófagos peritoneais, mesmo após a 
estimulação com IFN-γ e LPS. 
Em relação aos nanomateriais de carbono, Volarevic et al. observaram que 
quantum dots de grafeno (100 µg mL-1) reduziram a capacidade de macrófagos J774 de 
produzirem NO após 30 min de exposição e posterior estimulação por 24 h com IFN-γ 
(50 ng mL-1) e LPS (5 µ mL-1) [122]. Ma et al. observaram que o óxido de grafeno s-GO 
(< 400 nm) e L-GO (> 700 nm) na concentração de 20 µg mL-1 foram capazes de induzir 
de forma significativa os macrófagos J774 a produzirem iNOS, enzima responsável por 
catalisar a produção de NO, após 24 h de exposição [44].  
Para nanotubos de carbono, Lee et al. observaram que apenas concentrações 
acima de 20 µg mL-1 foram capazes de induzir macrófagos RAW 264.7 a produzir 
quantidades significativas de NO (10 - 20 µM) [123]. Enquanto que Bussy et al. 
observaram que nanotubos de carbono oxidados (10 µg mL-1) não induziram o aumento 
significativo de NO em culturas primárias de micróglia após 24 h de exposição (~1,5 
µM), sendo esse valor muito inferior quando comparado às células estimuladas com LPS 
(200 ng mL-1) (~6,5 µM) [124]. 
Em relação as AgNPs, osteoblastos humanos (hFOB 1.19) produziram 
quantidades significativas de NO apenas quando expostos às concentrações de 60 µg mL-
1 por 24 h, e de 30 µg mL-1 por 48 h. Os autores também observaram uma correlação 
positiva entre a produção de NO e o aumento de RNA mensageiro correspondente a 












5. Discussão geral 
Desde a descoberta do grafeno por Geim & Novoselov em 2004 e o posterior 
prêmio Nobel de física em 2010, esse nanomaterial está entre os mais estudados 
atualmente [126]. Dentre as possíveis áreas de aplicação do grafeno, está a nanomedicina. 
Contudo, o sucesso da translação desse nanomaterial para a medicina depende do 
conhecimento dos seus possíveis efeitos adversos. Em virtude do avanço tecnológico que 
os nanomateriais de grafeno podem trazer para a área médica, nosso grupo adotou a 
metodologia de trabalho denominada safe-by-design, criada pela comunidade europeia, 
na qual o desenvolvimento do nanomaterial ocorre de forma concomitante com estudos 
toxicológicos para o conhecimento de suas possíveis implicações clínicas. 
Dentro dessa perspectiva, o trabalho de tese objetivou avaliar o perfil 
imunotoxicológico in vitro do nanomaterial híbrido GOAg, um promissor nanocompósito 
bactericida, composto por óxido de grafeno e nanopartículas de prata. Para isso, 
utilizamos concentrações realísticas dos nanomateriais pristinos e do nanocompósito, 
onde atividade antimicrobiana foi relatada. Como modelos celulares, utilizamos 
macrófagos murinos de linhagem e macrófagos primários obtidos do peritônio de 
camundongos. O trabalho abordou desde a síntese e a caracterização dos nanomateriais, 
a citotoxicidade, a interação das células com os nanomateriais, até a investigação do 
potencial inflamatório e o papel do microambiente inflamatório nos efeitos observados. 
Tanto o nanocompósito GOAg, como os nanomateriais pristinos GO e AgNP utilizados 
neste estudo, foram extensivamente caracterizados por técnicas físico-químicas que 
confirmaram sua síntese. A estabilidade dos nanomateriais dispersos em meio de cultura 
foi dependente da presença de soro fetal bovino, e atribuímos esse fato a capacidade de 
interação entre a superfície dos nanomateriais e as proteínas presentes no soro, gerando 
assim uma corona proteica capaz de aumentar a estabilidade dos nanomateriais no meio 
de cultura celular [127]. Tanto os nanomateriais pristinos, como o nanocompósito GOAg, 
apresentaram toxicidade dose-dependente para os macrófagos murinos de linhagem e 
para os macrófagos primários. As IC50 observadas estiveram na faixa de µg mL
-1, sendo 
a IC50 do GOAg < AgNP < GO. Particularmente para o nanocompósito GOAg, as IC50 
encontradas nesse trabalho (2 – 4,2 µg mL-1) (Tabela 2) estiveram dentro do limite de 
ação observado para inativação de bactérias (2,5 – 15 µg mL-1) conforme relatado 
anteriormente pelo nosso grupo [19, 20], podendo assim apresentar implicações clínicas 
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caso ocorra a exposição direta das células a concentrações desse nanomaterial acima de 
2 µg mL-1. A maior toxicidade do nanocompósito GOAg quando comparado aos 
nanomateriais pristinos foi atribuída ao efeito cooperativo entre as AgNPs presentes na 
superfície do GO e suas características, como elevada área superficial e dimensão lateral, 
que permitiram um aumento do contato entre as nanopartículas e a membrana plasmática 
das células em questão.  
Neste estudo, também foi possível observar que não ocorreram diferenças na 
toxicidade dos nanomateriais pristinos e do nanocompósito GOAg entre os macrófagos 
de linhagem e os macrófagos primários. A exposição dos macrófagos de linhagem ao 
nanocompósito GOAg provocou um estresse oxidativo dose- e tempo-dependentes, 
fenômeno esse posteriormente confirmado pelos ensaios de peroxidação lipídica. O GO 
induziu elevados níveis de peroxidação lipídica quando comparado as AgNPs pristinas, 
confirmando o que foi observado por Li et al. para bactérias [102] e para macrófagos 
THP-1 [103]. Outros mecanismos de toxicidade e morte celular, como a perda de 
atividade mitocondrial e a apoptose, foram estudados. Nesses casos, o nanocompósito 
GOAg induziu os macrófagos de linhagem a despolarização mitocondrial e apoptose 
dose- e tempo-dependentes. A morte celular por indução de apoptose, diferente da 
necrose, não é capaz de ativar uma resposta inflamatória, corroborando com os dados 
obtidos na quantificação das citocinas pró-inflamatórias de macrófagos expostos ao 
nanocompósito GOAg. Em relação ao estudo da interação célula-nanomaterial 
desenvolvido por meio de técnicas de microscopia eletrônica, observamos a maximização 
do contato das AgNPs presentes no nanocompósito GOAg com a membrana plasmática 
das células, sendo a confirmação desse evento, crucial para a compreensão e justificativa 
do efeito cooperativo de toxicidade relatado neste trabalho e discutido previamente na 
literatura [14, 19, 20]. Ainda nessa etapa, foi possível observar com boa resolução e em 
condições similares as realizadas nos testes de toxicidade in vitro, como os nanomateriais 
interagiram com os macrófagos. Agregados do nanocompósito GOAg de até 30,6 µm 
foram encontrados interagindo com as células, sugerindo assim, a possibilidade de 
ocorrência de fagocitose frustrada, conforme relatado na literatura [42, 50]. A fagocitose 
frustrada, descrita para os Asbestos e materiais fibrosos [128], e também observada para 
os nanotubos de carbono [113, 129], estão entre os principais fenômenos que 
desencadeiam a inflamação crônica, podendo levar ao surgimento de doenças como o 
câncer [128]. Entretanto, posteriormente observamos por microscopia eletrônica de 
transmissão, que tanto os nanomateriais pristinos GO e AgNP, como o nanocompósito 
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GOAg foram completamente internalizados pelos macrófagos na forma de agregados. 
Além disso, foram obtidas evidências da possível degradação do nanocompósito GOAg 
no interior das células, sendo esse evento de grande importância para a 
biocompatibilidade dos nanomateriais.  
Apesar da maximização do contato das AgNPs presentes no nanocompósito 
GOAg com a membrana plasmática dos macrófagos terem sido observados por 
microscopia eletrônica, esses dados não foram corroborados pelos ensaios de associação 
e internalização dos nanomateriais, realizados por meio da técnica ICP-MS. Nesses 
ensaios, foi observado que as AgNPs pristinas foram mais facilmente internalizadas pelos 
macrófagos, quando comparado aos resultados obtidos para o nanocompósito GOAg, e 
que após 24 h de exposição não houve aumento na quantidade de nanomateriais 
associados/internalizados pelos macrófagos. Atribuímos esses eventos à diferença 
morfológica entre as AgNPs pristinas e o nanocompósito GOAg, o qual pode dificultar a 
sua internalização, seja pelo tamanho das folhas bidimensionais, seja pela capacidade de 
aderir a membrana plasmática das células [24] conforme observamos nas microscopias 
eletrônicas de varredura.  
Após uma detalhada investigação da literatura relacionada ao potencial 
inflamatório de nanomateriais de carbono e de nanopartículas metálicas (Tabela 3), foi 
possível notar na maioria dos casos, que apenas concentrações elevadas de nanomateriais 
de grafeno (> 20 µg mL-1) foram capazes de induzir uma resposta inflamatória em 
modelos in vitro e ex vivo. Também se destaca o fato de que o aumento da dimensão 
lateral dos nanomateriais de grafeno foi um fator crucial para a produção de citocinas 
inflamatórias como TNF-α, IFN-γ e IL-6, conforme previamente discutido por Schinwald 
et al., Ma et al., e Bussy et al. [42, 44, 50]. Com relação às nanopartículas metálicas, a 
produção de citocinas inflamatórias variou de acordo com a composição das 
nanopartículas, incluindo seu agente estabilizante. 
Tanto os macrófagos de linhagem, como os macrófagos primários após exposição 
a concentrações sub-letais e letais dos nanomateriais pristinos e do nanocompósito 
GOAg, não produziram quantidades elevadas de citocinas pró-inflamatórias. A 
estimulação prévia dos macrófagos primários com IFN-γ e posterior exposição aos 
nanomateriais também não resultou em um aumento da produção das citocinas pró-
inflamatórias. Apesar de o estresse oxidativo estar diretamente associado à produção e 
liberação da citocina inflamatória IL-1β [42, 107], de acordo com os estudos de 
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citotoxicidade realizados após 24 e 48 h, a nossa hipótese é de que efeitos tóxicos 
resultantes da exposição dos macrófagos aos nanomateriais tenham levado as células a 
morte antes que estas pudessem produzir e secretar quantidades detectáveis dessas 
citocinas. Outro fator importante é fato de que uma fração considerável da população de 
macrófagos sofre apoptose, inibindo assim possíveis vias responsáveis pela produção de 
citocinas inflamatórias, conforme observado por Rock & Kono [130]. 
A produção de espécies reativas de nitrogênio (NOx) é uma medida indireta da 
capacidade dos macrófagos de combater patógenos. Sendo assim, em macrófagos 
ativados classicamente (fenótipo M1), a perturbação desse mecanismo pode acarretar em 
uma redução da efetividade dessas células no combate as bactérias patogênicas. O 
nanocompósito GOAg, em concentrações sub-letais, não alterou a capacidade dos 
macrófagos peritoneais, previamente estimulados com IFN-γ e LPS, de produzir 
quantidades significativas de NOx após 24 h. Além disso, o GOAg também não foi capaz 
de induzir os macrófagos não estimulados a produzir NO. Essa informação, em conjunto 
com os dados da produção de citocinas, nos permite afirmar que o GOAg, nas 
concentrações estudadas, não induziu a ativação clássica dos macrófagos. Outra 
importante questão que foi abordada, diz respeito à toxicidade dos nanomateriais pristinos 
e do nanocompósito GOAg em um microambiente inflamatório. Assim, a toxicidade dos 
nanomateriais para os macrófagos ativados classicamente com IFN-γ e LPS (fenótipo 
M1) não divergiu da toxicidade observada para os macrófagos não estimulados.  
De forma semelhante, Herd et al. não observaram diferenças significativas da 
toxicidade de nanopartículas de sílica entre macrófagos RAW 264.7 não estimulados e 
ativados com LPS e IFN-γ. Os autores também não observaram produção significativa de 
NO pelos macrófagos ativados após 72 h de exposição a concentrações sub-letais e letais 
das nanopartículas de sílica [48]. Contudo, a internalização das nanopartículas de sílica 
foi fenótipo-dependente, sendo os macrófagos ativados (fenótipo M1) capazes de 
internalizar grandes quantidades do nanomaterial. Em contrapartida, MacParland et al. 
observaram que os macrófagos humanos derivados de monócitos, quando expostos a um 
estímulo regulatório, como o TGF-β e IL-10 (fenótipo M2), internalizaram 
aproximadamente 40 % a mais de nanopartículas de ouro do que os macrófagos ativados 
classicamente, após estímulo com LPS e IFN-γ (fenótipo M1). Contudo, os autores 
observaram que a internalização das nanopartículas de ouro não reduziu a viabilidade dos 
macrófagos e também não alterou sua capacidade fagocítica [49].  
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Conforme discutido neste trabalho e afirmado por Orecchioni et al., [47] as 
respostas in vitro dos macrófagos aos nanomateriais podem ser físico-químico-, dose-, 
tempo e fenótipo-dependentes, tais como viabilidade, internalização e potencial pró ou 
anti-inflamatório. No caso dos nanomateriais híbridos, alvo do presente trabalho, pouca 
informação está disponível na literatura, e a avaliação toxicológica torna-se ainda mais 
desafiadora, principalmente devido à possibilidade de efeitos cooperativos dos 
nanomateriais presentes. Assim, a proposta elaborada para a avaliação do perfil 
imunotoxicológico do nanocompósito GOAg, utilizando os nanomateriais pristinos como 
referência, foi uma medida importante para compreensão da toxicidade do 
nanocompósito.  
Levando-se em conta o conceito safe-by-design, esses ensaios toxicológicos são 
uma importante ferramenta para tomadas de decisão no desenvolvimento de 
nanomateriais com enfoque em nanomedicina. Neste estudo observamos que o 
nanocompósito GOAg não apresentou potencial inflamatório nas concentrações em que 
apresenta atividade bactericida. Outro fator positivo é o fato de induzir morte celular por 
apoptose um uma fração das células.  
Como perspectiva futura, sugerimos possíveis modificações e aprimoramento do 
nanocompósito GOAg, visando sua translação segura para a medicina. Dentre elas, 
aumentar a seletividade do nanomaterial para as bactérias e reduzir a capacidade de 
interação das folhas de GOAg com as células do sistema imune podem ser cruciais para 
evitar sua toxicidade para os macrófagos e manter sua capacidade bactericida. Chen et al. 
demonstraram diversas tecnologias capazes de tornar os nanomateriais seletivos para 
bactérias patogênicas, utilizando conjugação com anticorpos, moléculas de peptídeos, 
bem como modificações de grupamentos químicos da superfície do GO, visando assim 
aumentar sua interação eletrostática com a superfície das bactérias [131]. A 
funcionalização do GO com polímeros, como o polietilenoglicol (PEG), permite 
aumentar tanto a estabilidade do nanomaterial em ambientes fisiológicos, como sua 
capacidade de eliminação pelo organismo. Outra medida importante, conforme proposto 
por Morones et al., [32], é a combinação de nanomateriais à base de AgNP com moléculas 
de antibióticos. Essa estratégia provou ser uma alternativa eficaz para aumentar a 
atividade antibacteriana dessas moléculas. No caso do nanocompósito GOAg, essa 
combinação permitirá reduzir a concentração do nanomaterial utilizado, evitando assim 
sua toxicidade para células não-alvo, como os macrófagos, bem como utilizar antibióticos 
antes ineficazes. Cabe ressaltar, que as medidas propostas, são de crucial importância para 
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utilização in vivo de dispersões contendo esse nanomaterial. Contudo, nosso grupo 
demonstrou que o nanocompósito GOAg também pode ter outros usos, sendo incorporado 
em matrizes poliméricas, (ex., membranas filtrantes e embalagens) conferindo 
propriedade bactericida as mesmas [51, 132]. Assim a perspectiva de tecnologias 
utilizando este nanocompósito é ampla e promissora. O infográfico “Perfil 
imunotoxicológico in vitro do nanocompósito GOAg” ilustra os principais resultados 
obtidos durante a avaliação toxicológica dos nanomateriais pristinos e do nanocompósito 




























 O nanocompósito GOAg apresentou toxicidade dose- e tempo-dependentes para 
os macrófagos, e as IC50 obtidas estiveram dentro do limite de ação observado para 
inativação de bactérias (2,5 - 15 µg mL-1). Apesar da citotoxicidade observada, o 
nanocompósito têm características importantes para aplicações em nanomedicina. Por 
exemplo, as células foram capazes de internalizar o nanocompósito, com indicativos de 
sua biodegradação. Tanto os nanomateriais pristinos, como o nanocompósito GOAg não 
apresentaram potencial inflamatório nas condições avaliadas. A morte celular nas 
concentrações letais não induziu as células sobreviventes a produzirem IL-1β e TNF-α. 
A redução da produção de IL-10 pelos macrófagos de linhagem ocorreu apenas em 
concentrações elevadas dos nanomateriais. Nenhum dos nanomateriais induziu a 
produção dessa citocina pelos macrófagos primários. Em um ambiente inflamatório os 
nanomateriais não induziram os macrófagos primários a um aumento da produção de 
citocinas inflamatórias e/ou anti-inflamatórias. Concentrações sub-letais dos 
nanomateriais não interferiram na capacidade dos macrófagos de produzirem espécies 
reativas de nitrogênio, como por exemplo o NO, molécula essencial no combate aos 
patógenos intracelulares. O ambiente inflamatório não modificou a toxicidade dos 
nanomateriais. A partir desses dados, foi possível compreender os efeitos tóxicos do 
nanocompósito GOAg para os macrófagos, comparar com os mecanismos de toxicidade 
já relatados na literatura e avaliar diferentes condições de estímulo. Sugerimos inúmeras 
alternativas para o aprimoramento do nanocompósito que poderão contribuir para o 
desenvolvimento de nanomateriais antibacterianos à base de GO e nanopartículas 
metálicas mais seguros, viabilizando assim os usos em nanomedicina.  
Finalizando, destacamos que o desenvolvimento dessa Tese esteve alinhado com 
dois importantes conceitos difundidos pela Comunidade Europeia: "Safe-by-Design” e 
“Science to regulation”. Tais conceitos estão relacionados, não só com boas práticas nos 
estudos e trabalhos envolvendo as nanotecnologias, mas em particular, na avaliação do 
risco e no desenvolvimento de nanomateriais mais seguros. Dessa maneira, as 
informações contidas na Tese, além de ter gerado conhecimento científico sobre o sistema 
GO/AgNPs, poderão subsidiar os legisladores nacionais e internacionais, responsáveis 
pela regulação das nanotecnologias, na formulação de regras, manuais de uso, guias e 
outros documentos de segurança que visem a aplicação desse sistema e similares na 
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Anexo I – Síntese dos nanomateriais. 
 
 
Figura S1. Esquema de síntese das AgNPs pristinas pelo método de 
Turkevich. 



















Figura S3. Caracterização fenotípica dos macrófagos primários por 
























Figura S4. Eficácia do Kit MAK 145 na detecção de espécies reativas de 























Figura S5. Curvas padrão das citocinas (A) TNF-α, (B) IL-1β e (C) IL-10 para quantificação pelo método 
CBA Enhanced sensitivity. Curvas obtidas com e sem a presença de 25 µg mL-1 de GO disperso. Branco = 
meio de cultura sem adição das citocinas. St02 corresponde a concentração de 0,274 pg mL-1 e St08 
corresponde a concentração de 200 pg mL-1. MFI = mean fluorescence intensity. 
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Figura S6. Curva padrão de absorbância utilizada para quantificação de 
NO2- com o reagente de Griess. 
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Anexo VII - Atividades e produções realizadas durante o período do doutorado 
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implications of a hybrid graphene-silver nanomaterial: a Safe-by-Design Approach. UFG, 
Goiânia, Goiás. (Apresentação oral). 
2017 
  
NT17 - 18th International Conference on the Science and Application on Nanotubes and Low-
Dimensional Materials. UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais. 
2017 
  
Nanosafe 2016 - Health and Safety issues related to the nanomaterials for a social responsible 
approach. Investigating Multiple Endpoints For The Interaction Assessment Of A Graphene 
Oxide-Silver Nanocomposite With Macrophage. Grenoble, França. (Apresentação oral). 
2016 
  
Society of Toxicology 54th Annual Meeting. Toxicity of graphene oxide decorated with silver 
nanoparticles and their counterpart’s graphene oxide and isolated silver nanoparticle to 
macrophages. Local: San Diego Convention Center, San Diego, CA, EUA. (Pôster). 
2015 
  
SBPMat 2015 - Sociedade Brasileira de Materiais: Comparison of graphene-silver 
nanocomposite toxicity to macrophages from tumoral and peritoneal line and influence of 




Avaliador XXV Congresso PIBIC, Unicamp, Campinas. 2017 
Avaliador XXIV Congresso PIBIC, Unicamp, Campinas. 2016 
Avaliador XXIII Congresso PIBIC, Unicamp, Campinas. 2015 
Avaliador XXII Congresso PIBIC, Unicamp, Campinas. 2014 
  
Visita técnica  
University of California, UCLA. California Nanosystems Institute, Center of Environmental 
Implications of Nanotechnology. Supervisão: Prof. Dr. Hilary Godwin e David Avery. Los 







Publicação de artigos e capítulos de livros  
LUNA, L. A. V.; Martinez, D. S. T; Alves, O. L. Accessing the Erythrocyte Toxicity of 
Nanomaterials: From Current Methods to Biomolecular Surface Chemistry Interactions. In: 
Nelson Durán, Silvia Guterres, Oswaldo Luiz Alves, Valtencir Zucolotto. (Org.). 
Nanotoxicology Materials, Methodologies, and Assessments Series: Nanomedicine and 
Nanotoxicology. 1 ed. New York: Springer, 2013, v. 1, p. 342-. 
2014 
  
MARTINEZ, DIEGO STÉFANI T.; PAULA, AMAURI J.; FONSECA, LEANDRO C.; LUNA, 
LUIS AUGUSTO V.; SILVEIRA, CAMILA P.; DURÁN, NELSON; ALVES, OSWALDO L. 
Monitoring the Hemolytic Effect of Mesoporous Silica Nanoparticles after Human Blood 




LUIS VISANI LUNA; ANA CAROLINA MAZARIN DE MORAES; SILVIO ROBERTO 
CONSONNI; CATARINIE DINIZ PEREIRA; SOLANGE CADORE; SELMA GIORGIO; 
OSWALDO LUIZ ALVES. Comparative in vitro toxicity of a graphene oxide-silver 
nanocomposite and the pristine counterparts toward macrophages. Journal of 
Nanobiotechnology, 14:12, 2016. DOI 10.1186/s12951-016-0165-1. 
2016 
  
TERREROS, MYRIAM JANETH SALAZAR; DE LUNA, LUNA, LUIS AUGUSTO VISANI; 
GIORGIO, SELMA. Long-term cell culture isolated from lesions of mice infected with 
Leishmania amazonensis: a new approach to study mononuclear phagocyte subpopulations 
during the infection. Pathogens and Disease, v. 75, p. 1-11, 2017. 
2017 
  
ANA PAULA DE MELO MONTEIRO, RAPHAEL DIAS HOLTZ, LEANDRO CARNEIRO 
FONSECA, CARLOS HENRIQUE ZANINI MARTINS, MARCELO DE SOUSA, LUIS 
AUGUSTO VISANI DE LUNA, DJALMA SANTOS. Nano Silver Vanadate AgVO3: 
Synthesis, New Functionalities and Applications. The Chemical Record, v. 18, p. 1-14, 2018. 
2018 
  
MARCELO DE SOUZA, LUIS AUGUSTO VISANI DE LUNA, LEANDRO CARNEIRO 
FONSECA, SELMA GIORGIO, OSWALDO LUIZ ALVES. Folic Acid-functionalized 
Graphene Oxide Nanocarrier: Synthetic Approaches, Characterization, Drug Delivery 
Study and Anti-tumor Screening. ACS Applied Nano Materials, Aceito para publicação. 
2018 
  
DE LUNA, L. A. V., ZORGI, N., DE MORAES, A. C. M., DA SILVA, D. S. CONSONNI, S. 




Microbicidal Nanocomposite Based on Graphene Oxide and Silver Nanoparticles. 
Nanotoxicology, submetido e sob revisão. 
  
Patentes depositadas  
ALVES, OSWALDO LUIZ; SOUZA, M.; FONSECA, LEANDRO C.; LUNA, L. A. V.; 
GIORGIO, S. Processo de obtenção de nanocompósito a base de grafeno e ácido fólico, 




Programa de Estágio Docência  
Bolsista do Programa de Estágio Docência (PED) 1° semestre de 2017: Disciplina BC183 – 
Biologia Celular I – Ciências Biológicas. Orientação: Profa. Dra. Shirlei Maria Recco-Pimentel. 
2017 
  
Voluntário do Programa de Estágio Docência (PED) 1° semestre de 2016: Disciplina BH125 – 




Aplicação do modelo SkinEthic RHE para classificação de compostos irritantes. (Carga horária: 
4h). UFG, Goiânia, Brasil. 
2017 
Curso Extecamp Teórico e Prático de Citometria de Fluxo. Duração de 24 h. Local: Hemocentro, 
Unicamp. 
2016 
Principles of English Writing. (Carga horária: 120h). UC Berkeley, UC BERKELEY, Estados 
Unidos. EDX Online Platform. 
2014 
Fundamentals of Immunology Part 1. (Carga horária: 80h). Rice University, RICE, Estados 
Unidos. EDX Online Platform. 
2014 
Fundamentals of Immunology Part 2. (Carga horária: 90h). Rice University, RICE, Estados 
Unidos. EDX Online Platform. 
2014 




Atividade como revisor  
Journal of Hazardous Materials (Elsevier) 2014 
Journal of Inorganic and Organometallic Polymers and Materials (Springer) 2014 





Anexo VIII – Direitos Autorais. 
 
Particle and Fibre Toxicology (BioMed Central) 
Toxicity of graphene-family nanoparticles: a general review of the origins and 
mechanisms (Figura 2). 
https://particleandfibretoxicology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12989-016-
0168-y 
Journal of Nanobiotechnology (BioMed Central) 
Comparative in vitro toxicity of a graphene oxide-silver nanocomposite and the pristine 
























ACS Nano (ACS Publications) 
Use of Synchrotron Radiation-Analytical Techniques To Reveal Chemical Origin of 












Anexo IX – Certificados obtidos do comitê de ética da Universidade Estadual de 
Campinas para o uso de animais em experimentação. 
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